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RESUMO
V ia s  d e  S in a l iz a ç ã o  C e l u l a r  n o  H ip o c a m p o  E n v o l v id a s  n a  R e s p o s t a  a o  E s t r e sse
P r o d u z id a  p o r  C h u m b o  e  C á d m io
Chumbo (Pb) e cádmio (Cd) são metais tóxicos que podem causar danos biológicos. 
Estes metais podem interagir com uma variedade de moléculas envolvidas na transdução de 
sinal, incluindo proteínas quinases. O Pb prejudica fenômenos plásticos como LTP e LTD e 
causa deficiência de aprendizado e memória. A proteína quinase Ca‘Vcalmodulina- 
dependente II e classicamente a PKC, tem sido apontadas como alvos do Pb. Recentemente, 
nós descrevemos em BACC que o chumbo pode ativar p38“^ ^ ^  e aumentar a fosforilação de 
Hsp27 via MAPKAPK-2. O Cd possui efeitos carcinogênicos, entretanto, pode ser 
neurotóxico quando alcança o SNC. O Cd tem sido implicado na modulação das vias das 
MAPKs e o aumento da expressão de proteínas de choque térmico (HSPs) em uma variedade 
de linhagens de células. Apesar dessas evidências, os efeitos do Pb e do Cd nas vias das 
MAPKs e na expressão de HSPs na área hipocampal não está bem investigado. O objetivo 
geral desse estudo foi determinar a modulação de MAPKs e o conteúdo de proteínas de 
estresse em fatias hipocampais de ratos imaturos (13-14 dias), em resposta à exposição de Pb 
e Cd. Fatias foram incubadas (1 e 3h) com Pb (1, 5, 10, 50 e 100|.iM) ou com Cd (5, 10, 50, 
100 e 200|J,M). Alternativamente, os ratos foram tratados in vivo (do 8 ° ao 12° dia pós-natal) 
com injeções IP de salina (controle) e Pb (2, 8  e 12mg/kg) ou cádmio (0,5, 1 e 3mg/kg). 
Todos os parâmetros foram analisados em fatias hipocampais preparadas no 14° dia pós-natal. 
A fosforilação de ERKl/2 e p38*^^^, e os conteúdos de Hsp27 e Hsp70 foram analisados por 
imunoblotting. A viabilidade celular foi determinada pela análise da redução do MTT. Os 
resultados mostraram que o Pb in vitro, à partir da concentração de 10|J,M aumentou a 
fosforilação de ERKl e a partir de 5 |0 .M aumentou a fosforilação de p38*^^^ no período de 3h
de incubação. Nas mesmas condições, todas as concentrações de Cd aumentaram a 
fosforilação de entretanto, somente em concentrações mais altas (100-200|J.M) o
metal aumentou significativamente a fosforilação de ERKl/2. Não foram observados efeitos
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na viabilidade celular nos tratamentos com Pb. Por outro lado, nas concentrações mais altas 
de Cd (100-200^iM) houve diminuição significativa da viabilidade celular in vitro. Nas fatias 
hipocampais de ratos tratados in vivo, o Pb causou um aumento da fosforilação de ERKl/2 e 
pSgMAPK todas as doses testadas. O Cd também aumentou a fosforilação de em
todas as doses, mas um aumento da fosforilação de ERKl/2 foi observado somente na dose 
mais alta (3mg/kg). Além disso, a viabilidade celular avaliada após a exposição de Pb ou Cd 
in vivo não foi modificada. O conteiido de Hsp27 e Hsp70 não se alterou em resposta aos 
tratamentos com metais in vivo ou in vitro. Os resultados mostram que o Pb pode agir no 
hipocampo nas vias das ERKl/2 e p38^^^, sugerindo que essa ação pode participar no 
mecanismo de neurotoxicidade do Pb. Em paralelo, sugerem evidências de que o Cd pode ser 
um agente neurotóxico, uma vez que ele pode modular as vias de e de ERK no
hipocampo.
Financiado por CNPq, FUNPESQUISA -  UFSC e CAPES.
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ABSTRACT
H ip p o c a m p a l  C e l l u l a r  S ig n a l l in g  Pa t h w a y s  In v o l v e d  IN THE S t r e s s  R e s p o n s e s
P r o d u c e d  b y  L e a d  a n d  C a d m iu m
Lead (Pb) and cadmium (Cd) are toxic metais that may cause biological damages. 
These metais may interact with a variety of molecules involved in signal transduction 
including protein kinases. Pb impairs plastic phenomena such as LTP and LTD and causes 
leaming and memoiy deficits. Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase II and classically 
PKC have been pointed as signalling targets to Pb. Recently, we described, in BACC, that 
lead may activate p38 '^‘*^  and increases the Hsp27 phosphorylation via MAPKAPK-2. Cd 
has carcinogenic effects, however may be neurotoxic when reaches the CNS. Cd has been 
implicated in modulation of MAPKs pathways and on the expression of heat shock proteins 
(HSPs) in a variety of cell lines. In spite of these evidences, the effects of Pb and Cd on 
MAPK pathways and HSPs expression in hippocampal area are not well investigated. The 
overall aim of this study was to determine the modulation of MAPKs and the content of stress 
proteins in hippocampal slices from immature rats (13-14 days old) in response to Pb and Cd 
exposition. Slices were incubated (1 and 3h) with Pb (1, 5, 10, 50 and 100|liM) or Cd (5, 10,
50, 100 and 200^M). Altematively, rats were treated in vivo (from 8 * to 12* post-natal day) 
by i.p. injection of saline (control) or Pb (2, 8  and 12 mg/Kg) or Cd (0.5, 1 and 3 mg/Kg). All 
parameters were analyzed in hippocampal slices prepared on 14* post-natal day. The 
phosphorylation of ERKl/2 and P38*^ ***^ , and the content of Hsp27 and Hsp70 were analyzed 
by immunoblotting. Cellular viability was determined by analysis of MTT reduction. The 
results showed that Pb in vitro from concentration of 10|iM increased the phosphorylation of 
ERKl and from 5|xM increased the phosphorylation of at 3h incubation period. In
the same conditions, all concentrations of Cd increased p38“^ ^^^ phosphorylation, however, 
only the higher concentrations (100-200|aM) increased significantly the ERKl/2 
phosphorylation. No effect of lead treatment on cell viability was observed. On the other 
hand, cadmium at higher concentrations (100-200fJ.M) decreased significantly the cell
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viability in vitro. In hippocampal slices from rats treated in vivo, Pb caused an increase of 
ERKl/2 and phosphorylation in all doses tested. Cd also increased
phosphorylation in all doses, but an increase on ERKl/2 phosphorylation was found only at 
the higher dose (3mg/Kg). Moreover, the cellular viability measured after exposition to Pb or 
Cd in vivo was not modified. The content of Hsp27 and 70 was not changed by either in vivo 
or in vitro treatments with the metais. The overall results show that Pb may act in the 
hippocampus on the ERKl/2 and pathways, suggesting that this action may be
responsible, at least in part, for lead neurotoxicity. In parallel, the results provide that 
cadmium may be a neurotoxic agent since it can modulate p38^'^*’^  and ERK pathways in the 
hippocampus.
Supported by CNPq, FUNPESQUISA-UFSC and CAPES
1-INTRODUÇÃO
1.1-M e t a is  P e s a d o s
Muitos metais pesados são conhecidos como essenciais para a vida como, por 
exemplo, ferro, níquel, cobre, magnésio, zinco, cromo, manganês, molibdênio, cobalto e 
vanádio. Entretanto, alguns metais são tóxicos para as células podendo causar danos 
biológicos irreversíveis aos seres vivos (ROSSI et al„ 1991; DEMOOR & KOROPATNICK,
2000). Entre os metais, chumbo e cádmio mostram importantes ações citotóxicas (DEMOOR 
& KOROPATNICK, 2000). Evidências sugerem que estes metais são captados por células 
nervosas através de canais de cálcio (USAI et a i, 1999; MAZZOLINI et a l, 2001). As 
principais fontes de contaminação ambiental destes metais são dejetos de indústrias 
metalúrgicas e mineradoras, fertilizantes fosfatados, baterias automotivas, gasolina, tintas, 
alimentos contaminados pela deposição dos metais ao solo e água e inalação através de 
cigarro (PORTO, 1989; ELINDER, 1991; OKADA et a l, 1997; JARUP et a l, 1998; 
BRESSLER et a l, 1999; FALNOGA, et a l, 2000; RYAN et a l, 2000; ABU-HAYYEH, et 
a l, 2001; ALONSO et a l, 2001; ISHIHARA et a l, 2001; LINDEN et a l, 2001). Nesse 
sentido, um dos principais problemas da contaminação ambiental por metais tóxicos é a sua
participação na cadeia alimentar (LINDEN et al., 2001; BLANUSA & JURESA, 2001; 
ISfflHARA et al., 2001; STORELLI & MARCOTRIGIANO, 2001).
O chumbo é um metal primariamente neurotóxico que prejudica fenômenos plásticos 
do sistema nervoso central (SNC), como a potenciação de longa duração (LTP) e a depressão 
de longa duração (LTD) (GILBERT et al., 1999; ZHAO et al., 1999). Foi bem documentado 
que este metal causa deficiência de aprendizado e memória (BRESSLER et al., 1999; 
GILBERT et al., 1999) especialmente em crianças (FINKELSTEIN et a l, 1998). Além disso, 
o chumbo também pode prejudicar funções motoras e sensoriais (RODRIGUES et al., 1996; 
MAMELI et al., 2001). Adicionalmente, o chumbo pode prejudicar a atividade mitocondrial 
em preparações neurais, provocando redução na produção de ATP, diminuição na atividade 
da Na^-K^^-ATPase e diminuição da viabilidade celular (GMEREK et a l, 1981; WALTON, 
1982; DUMAS et al., 1985; STRUZYNSKA et al., 1997). O cádmio é mais conhecido por 
possuir efeitos mutagênicos, carcinogênicos e teratogênicos (GEBHART & ROSSMAN, 
1991; WAALKES, 2000). Estes efeitos na indução de genotoxicidade e carcinogenicidade 
provavelmente ocorrem por interações indiretas, como o estresse oxidativo (V AL VERDE et 
al., 2001) e alterações em moléculas de adesão como a E-caderina (PEARSON & 
PROZIALECK, 2001). Por outro lado, o cádmio também pode causar neurotoxicidade 
quando atinge o SNC, sendo este efeito sugerido inicialmente como uma reação secundária 
aos seus efeitos nos vasos sanguíneos cerebrais com hemorragia, edema intersticial e anóxia 
(GABBIANI et al., 1974; WEBSTER & VALOIS, 1981; NOLAN & SHAIKH, 1986). 
Entretanto, estudos recentes demonstram que o cádmio pode ter efeito direto nos neurônios 
(YOSHIDA, 2001). Além disso, este metal também afeta sistemas de neurotransmissão 
(HERBA et al., 2000; MINAMI et a i, 2001) e causa citotoxicidade com indução de proteínas 
de choque térmico (HSPs), geração de radicais livres, redução dos níveis de glutationa e
morte celular em oligodendrócitos (ALMAZAN et al., 2000). Adicionalmente, o cádmio 
também pode diminuir a viabilidade das células, prejudicando o metabolismo mitocondrial 
(AL-NASSER, 2000).
Dessa maneira, os metais possuem diversos alvos moleculares nos sistemas biológicos 
e essa interação pode resultar na modificação de várias vias de sinalização intracelular 
(DEMOOR & KOROPATNICK, 2000; MATSUOKA et al., 2000), porém ainda se sabe 
muito pouco sobre os mecanismos moleculares da intoxicação por metais pesados.
1 .2 -S in a l iz a ç ã o  C e l u l a r
A sinalização celular é um evento onde um ligante externo (por exemplo, um 
neurotransmissor) é capaz de produzir uma resposta específica da célula. As células 
respondem a sinais extracelulares através de vários mecanismos, pela transdução de sinais 
iniciados pela interação de ligantes extracelulares (hormônios, citocinas, neurotransmissores, 
fatores de crescimento e outras moléculas de sinalização) com receptores específicos 
ancorados principalmente na membrana plasmática, ou também no citoplasma ou no núcleo. 
Os sinais são transduzidos da superfície celular para o interior da célula através da interação 
proteína-proteína ou pela geração de segundos mensageiros como o cálcio, diacilglicerol, 
inositol 1,4,5-trifosfato, AMP cíclico e GMP cíclico, que levam à ativação de proteínas 
quinases específicas. O resultado final da ativação de uma via de sinalização é a fosforilação 
de proteínas alvo específicas, modulando a sua atividade e a atividade da própria célula 
(HOLZ & FISHER, 1999).
1.2.1-Fosforilação de Proteínas
A fosforilação de proteínas realiza um papel fundamental na regulação de diversas 
funções celulares, sendo o principal mecanismo acionado no processo de transdução de sinal, 
em resposta a diversos sinais extracelulares (HUNTER, 1995; PAWSON & SCOTT, 1997; 
LAU & HUGANIR, 1999; NESTLER & GREENGARD, 1999; SCHILLACE & SCOTT, 
1999).
Um sistema de fosforilação consiste de uma proteína quinase, uma proteína fosfatase e 
uma proteína aceptora de fosfato (proteína substrato). A proteína substrato é convertida da 
forma defosforilada para a forma fosforilada pela proteína quinase, e o retomo para a forma 
defosforilada é realizado pela proteína fosfatase (Fig. 1).
Proteína Quinase
Substrato Defosforilado Substrato Fosforilado
Proteína Fosfatase
Figura 01-Diagrama esquemático do sistema de fosforilação de proteínas.
As proteínas quinases catalisam a transferência de um grupo fosfato (y) do AT? para 
um resíduo de serina, treonina ou tirosina da proteína substrato. As proteínas fosfatases 
catalisam a clivagem dessa ligação por hidrólise. A fosforilação de uma proteína altera sua 
carga e por conseqüência sua conformação. Esse mecanismo regula a atividade funcional de
diversas proteínas levando a respostas biológicas específicas. Dessa forma, a 
fosforilação/defosforilação de proteínas pode regular a atividade catalítica de enzimas, 
abertura/fechamento de canais iônicos, atividade de receptores, atividade de fatores de 
transcrição, localização subcelular de proteínas, dinâmica do citoesqueleto, etc 
(GREENGARD, 2001).
Proteínas quinases diferem na sua distribuição celular e subcelular, especificidade de 
substrato e regulação por mensageiros celulares. Entre as principais quinases do cérebro estão 
aquelas ativadas por: AMPc (proteína quinase A), GMPc (proteína quinase G), 
cálcio/calmodulina (proteínas quinases Ca^^-calmodulina dependente) e por cálcio- 
diacilglicerol (proteína quinase C) (NESTLER & GREENGARD, 1984; HUNTER & 
SEFTON, 1991; NESTLER & GREENGARD, 1999). Adicionalmente, é bem documentada 
no SNC a cascata de sinalização das proteínas quinases ativadas por mitógeno (MAPKs) 
(SWEATT, 2001).
MAPKs são uma família de serina/treonina quinases .que medeiam a transdução de 
sinal intracelular em resposta a diferentes estímulos (ROBINSON & COBB, 1997). As três 
principais MAPKs identificadas são as quinases reguladas por sinal extracelular (ERKl/2) e 
as proteínas quinases ativadas por estresse, as quinases c-Jun NHo-terminal (JNK, SAPKl) e 
as pSS^^*^ (SAPK2) (Fig. 2).
1.2.2-MAPK
Estresse oxidatívo/ Fatores de crescimento 
Fatores de crescimento _Fatores neurotrópicos
Citocinas
Estresse
Proliferação celular Diferenciação Diferenciação Síntese de Crescimento Crescimento citocinas 
Sobrev7Apoptose Apoptose
Figura 02-Cascata de sinalização das MAPKs.
A cascata das ERKl/2 está presente em todos os eucariontes e é amplamente utilizada 
na regulação celular (ROBINSON & COBB, 1997; CHANG & KARIN, 2001). As ERKl/2 
são primariamente ativadas por fatores de crescimento (SEGER & KREBS, 1995), mas
podem ser ativadas por diversos estímulos como citocinas, choque térmico, luz ultravioleta, 
isquemia, estresse oxidativo e metais pesados (HUNG etal., 1998a; BHAT & ZHANG, 1999; 
RAMESH et a l, 1999; IRVING et al., 2000; NG & BOGOYEVITCH, 2000; GU et a l, 
2001). O mecanismo mais conhecido de ativação de ERK é através de receptores tirosina 
quinase. Nesses receptores, os ligantes, como os fatores de crescimento neural e epidermal, 
causam autofosforilação do receptor (em resíduos de tirosina) que então se liga à proteínas 
adaptadoras, como a Grb2 (proteína ligante de receptor de fator de crescimento 2). A Grb2 é 
uma molécula adaptadora que possui um domínio SH2 e dois domínios SH3. O domínio SH2 
reconhece a tirosina fosforilada em certos receptores tirosina quinase, como o receptor de 
fator de crescimento epidermal, e ancora a Grb2 à essas proteínas. Os domínios SH3 
interagem com SOS (“son of sevenless”), uma proteína trocadora de nucleotídeos da guanina. 
SOS estimula a liberação de GDP e subseqüente ligação de GTP à Ras (proteína G de 21 
kDa). Ras ligada ao GTP interage com Raf (quinase serina/treonina de 74 kDa) e a transloca 
para a membrana plasmátíca, onde se toma ativa. As Raf ativadas fosforilam as MAPKKs 
(quinases que ativam as MAPKs, também conhecidas como MEKs) que por sua vez, ativam 
as ERKs (Fig. 2) (COBB & GOLDSMITH, 1995; WILSBACHER et a l, 1999). 
Adicionalmente, a via das MAPKs também pode ser regulada pela PKC, que pode ativar 
diretamente a Raf-1 por fosforilação (KOLCH et a/., 1993). As MEKs são vistas como 
quinases bastante específicas, que fosforilam somente ERKs. Assim, a marcada especificidade 
das MEKs contribui para a seletividade de ativação de suas quinases alvo (COBB & 
GOLDSMITH, 1995). A ativação de ERK depende da fosforilação nos resíduos treonina 183 
e tirosina 185, sendo que a defosforilação de qualquer sítio por uma fosfatase inativa a enzima 
(COBB & GOLDSMITH, 1995).
As ERKl/2 possuem uma variedade de substratos e exercem diversas funções. Nos 
mamíferos, essas vias de sinalização regulam importantes processos celulares que incluem: 
expressão de genes, proliferação, sobrevivência/morte e reorganização do citoesqueleto 
(ROBINSON & COBB, 1997; YU et a l, 2000; CHANG & KARIN, 2001). Além disso, outra 
importante função atribuída a estas enzimas no SNC é a participação nos processos de 
aprendizado e na formação de memória dependente do hipocampo (KORNHAUSER & 
GREENBERG, 1997; BLUM et a i, 1999; ORBAN et a l, 1999; SWEATT, 2001). 
Adicionalmente, participam dos processos de indução de LTP (LIU et al., 1999; ORBAN et 
al., 1999; DAVIS et al., 2000; SWEATT, 2001) e LTD (KAWASAKI et a l, 1999), 
fenômenos considerados como modelos de plasticidade sináptica. Estudos demonstram que 
metais neurotóxicos como o chumbo, prejudicam estes fenômenos (GILBERT et a l, 1999; 
ZHAO et a l, 1999), além de causar deficiência de aprendizado e memória (BRESSLER et a l, 
1999; GILBERT et a l, 1999).
JNK e são ativadas por insultos citotóxicos e estão associadas freqüentemente
com apoptose (RAINGEAUD et a l, 1995; SEIMIYA et a l, 1997). As JNKs são ativadas por 
fosforilação nos seus resíduos de treonina e tirosina nas posições 183 e 185 na JNKl e na 
JNK2, e nas posições 221 e 223 na JNK3 (MIELKE & HERDEGEN, 2000). As JNKs são 
largamente distribuídas nos tecidos dos mamíferos, incluindo o cérebro. Atualmente se 
conhece pouco sobre a função e ativação das JNKs em condições fisiológicas. Entretanto, a 
expressão e atividade das proteínas JNK e JNKK (enzima que ativa a JNK), em condições 
basais ou por estímulos ambientais não nocivos, fornece sustentação para papéis fisiológicos 
das JNKs no SNC (CARBONI et a l, 1997; XU et a l, 1997; YANG et a l, 1997; 
HERDEGEN et a l, 1998; MIELKE et a l, 2000). Um possível papel das JNKs é o 
envolvimento na regeneração neuronal e neuroplasticidade (MIELKE & HERDEGEN, 2000).
Além disso, também são sugeridos como potências papéis fisiológicos das JNKs seus efeitos 
anti-apoptóticos (KUAN et al„ 1999; WISDOM et a l, 1999). Apesar de vários estudos 
sugerirem possíveis papéis fisiológicos para as JNKs, é bem caracterizada a participação 
dessas quinases como mediadores de morte celular neuronal e degeneração na 
excitotoxicidade, isquemia, lesões de fibras nervosas, retirada de fatores tróficos e na 
toxicidade por metais pesados (IRYO et al., 2000; MIELKE & HERDEGEN, 2000). A 
natureza dupla dessas respostas (morte celular ou regeneração) não é completamente 
entendida. Entretanto, a ativação das cascatas de transdução de sinal intracelular, protetoras 
ou degenerativas, ocorre de uma forma paralela ou em ramificação e é determinada pela 
viabilidade de moléculas tróficas, estimulação transmembrana ou parâmetros físico-químicos 
que alteram o balanço dos programas anti- ou pró-degenerativos (MIELKE & HERDEGEN, 
2000).
Juntamente com as ERKs e as JNKs, as p38''^^^ formam a terceira família das 
MAPKs. Essas enzimas foram primeiro identificadas em 1994, como MAPKs alvo para 
endotoxinas e hiperosmolaridade em células de mamíferos (HAN et al., 1994). 
Subseqüentemente, várias formas de estresse celular foram caracterizadas como ativadoras de 
p3 gMAPK mamíferos (KYRIAKIS & AVRUCH, 1996). As representam uma
família de quatro quinases homólogas: p38a, p38p, p38y e p38ô, que derivam de diferentes 
genes, e são ativadas por fosforilação dupla nos resíduos de treonina 180 e tirosina 182 dentro 
do sítio Thr-Gly-Tyr. As quatro isoformas possuem um tamanho similar (de 360 a 372 
aminoácidos) e de 60 a 75% de homologia entre elas e 48% de homologia com a ERK 
(MARTIN-BLANCO, 2000). Assim como as JNKs, as p38'**'^ *’’^  são largamente expressas em 
muitos tecidos, além do SNC. A alta atividade basal no SNG está em contradição à hipótese 
de que a p38 '^’’*^ age como uma quinase ativada por estresse envolvida na apoptose, mas
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muito pouco se sabe até o momento sobre a função e ativação da enzima em condições 
fisiológicas (MIELKE & HERDEGEN, 2000). Estudos sugerem que essa enzima possui 
importante papel na regulação da resposta imune, proliferação e diferenciação celular 
(TAKENAKA et al., 1998; MIELKE et a l, 1999; MARTÍN-BLANCO, 2000). 
Adicionalmente, MIELKE & HERDEGEN (2000) sugerem que a estabilização da 
diferenciação pós-mitótica dos neurônios é um provável papel fisiológico da 
Adicionalmente, trabalhos sugerem funções neuroprotetoras exercidas pela pSS”^ ^ ^  
(UEHARA et al., 1999; HENSLEY et al., 2000). Entretanto, é bem caracterizado o 
envolvimento dessa enzima em condições de estresse e morte celular, como isquemia 
(IRVING et al., 2000), estresse oxidativo (CLERK et al., 1998; LEE & CORRY, 1998; 
BHAT & ZHANG, 1999; LEE et al., 2000), excitotoxicidade (KAWASAKI et a l, 1997) e 
intoxicações por metais pesados (HUNG et al., 1998a; SAMET et a i, 1998; WANG & 
BONNER, 2000; IRYO et a l, 2000).
1 .3 - M e t a is  e  S i n a l i z a ç ã o  C e l u l a r
Os metais podem modificar a sinalização celular por diversos mecanismos (DEMOOR 
& KOROPATNICK, 2000). O chumbo pode afetar o mecanismo de liberação de 
neurotransmissores (BRESSLER et a l, 1996), a atividade de canais de cálcio (KISS & 
OSIPENKO, 1994), a atividade de enzimas como adenilato ciclase (SANDHIR & GILL, 
1994; RODRIGUES et a l, 1999) e pode mimetizar a ação do cálcio e causar ativação de 
proteínas cálcio-moduladas (BRESSLER et a l, 1999). A proteína quinase C (PKC) é 
classicamente apontada como um alvo importante para o chumbo (MARKOVAC & 
GOLDSTEIN, 1988; MURAKAMI et a l, 1993; RAJANNA et a l, 1995; SUN et a l, 1999).
11
Além disso, a proteína quinase Ca‘Vcalmodulina dependente (CaMK) pode representar um 
alvo potencial para a ação do chumbo e do cádmio via calmodulina (VIG & NATH, 1991; 
KERN & AUDESIRK, 1995; KERN et al., 2000). Recentemente, também foi descrito que o 
chumbo pode estimular a atividade e fosforilação de ERK e JNK em células PC 12 e modificar 
a expressão de fatores de transcrição como NF-kB a AP-1 (RAMESH et al., 1999). O cádmio 
também tem efeito sobre os sistemas de transdução de sinal, causando ativação de enzimas 
das vias de sinalização celular, como as MAPKs. Em linhagens de células tumorais o cádmio 
pode ocasionar ativação de ERKl/2 e causando mitogênese e apoptose,
respectivamente (HUNG et al., 1998a). De modo semelhante, em promonócitos o cádmio 
provoca ativação de pSS'^*^ e apoptose (GALÁN, et al., 2000). A ativação de e
ERKl/2 também foi observada em resposta à exposição a outros metais (As, Cr, V, Zn) em 
células do trato respiratório (SAMET et al., 1998; WANG & BONNER, 2000), sendo estas 
ações associadas a respostas inflamatórias. Além destas ações, o chumbo e o cádmio podem 
produzir estresse oxidativo em diversos modelos celulares (SANDHIR et al., 1994; AC AN & 
TEZCAN, 1995; STOHS & BAGCHI, 1995; FIGUEIREDO-PEREIRA et a l, 1998; STOHS 
et al., 2 0 0 1 ), sendo este um mecanismo que pode modificar a sinalização e também levar à 
morte celular.
1 .4-R e s p o s t a s  d e  E s t r e sse
Em tecidos e células neuronais ou não neuronais, a chamada resposta de estresse 
compreende alterações enzimáticas e genéticas mais ou menos bem definidas após o estímulo 
de estresse. Esses fatores de estresse podem ser privação de fatores tróficos, radiação 
ionizante, choque térmico, radicais livres (H2 O2  e peroxinitrito), luz ultravioleta, choque
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osmótico, lipopolissacarídeo bacteriano, hipóxia, isquemia e metais pesados. Esses estímulos 
potencialmente deletérios provocam reações intracelulares que levam à morte celular ou a 
adaptações defensivas (MIELKE & HERDEGEN, 2000).
Existem evidências de que os neurônios respondem ao estresse com ativação de 
cascatas de transdução de sinal e expressão de genes. Essas reações compreendem, entre 
outras, a expressão e liberação de interleucinas e TNFa e seus respectivos receptores 
(BRUCE et al„ 1996), ativação de proteases (NICHOLSON & THORNBERRY, 1997) e 
ativação das quinases de estresse JNK e p38”^ ^ ^  (XIA et al., 1995; HERDEGEN et al., 1998; 
MIELKE et al., 1999). Além disso, um dos importantes eventos é o aumento da expressão de 
proteínas de choque térmico ("heat shock proteins"; HSPs), também chamadas proteínas de 
estresse (OHTSUKA & SUZUKI, 2000). Este tipo de resposta depende da ativação de fatores 
("heat shock factors"; HSFs) que estimulam a transcrição de HSPs (SHARP et al., 1999). A 
ativação de HSFl, por exemplo, envolve sua fosforilação por e/ou ERKl/2 (HUNG
et al., 1998a e 1998b). Adicionalmente, a Hsp27 pode ser regulada diretamente por 
fosforilação dependente da ativação da cascata da p38^^*’’^  (STOKOE et al., 1992; MIELKE 
& HERDEGEN, 2000). HSPs servem como chaperones que ligam outras proteínas regulando 
sua conformação, movimento através de membrana ou organelas, disponibilidade de 
receptores ou atividade de enzimas. Desta forma, as HSPs exercem em geral um efeito 
protetor nas células (ROGALLA et al., 1999; SHARP et al., 1999). Evidências sugerem que 
algumas HSPs podem regular negativamente o programa apoptótico, exercendo este efeito de 
maneira similar à proteína anti-apoptótica Bcl-2, modulando a liberação de citocromo c ou o 
estado redox da célula (SAMALI & ORRENIUS, 1998). Alguns exemplos da família das 
HSPs são: ubiquitina, HspllO, Hsp90, Hsp70, Hsp60, Hsp47, Hsp32, Hsp27, HO-1 e GRP78.
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1.5-M é t o d o s  d e  E s t u d o  pa r a  A b o r d a g e n s  N e u r o q u ím ic a s
O uso de sistemas experimentais in vitro permite a avaliação de mudanças bioquímicas 
com relativa facilidade e permitem um controle sobre a complexidade química e celular do 
sistema nervoso. Nesse sentido, as técnicas de culturas celulares oferecem importantes meios 
de estudo do SNC. Diversos tipos celulares são utilizados, desde culturas puras de astrócitos 
ou neurônios até linhagens de células tumorais, como por exemplo, C6  güoma e 
neuroblastoma. As vantagens do uso das culturas estão na possibilidade do controle físico- 
químico do ambiente, abolem o efeito da barreira hematoencefálica removendo agentes de 
sinalização endógenos e permitem o estudo de uma determinada área isolada dos mecanismos 
homeostáticos normais in vivo (VERONESI & EHRICH, 1999).
Outro modelo de estudo em neuroquímica está baseado no uso de estruturas intactas 
como, por exemplo, fatias cerebrais. A importância deste modelo está na conservação da 
integridade do tecido. Em fatias é possível manter os neurônios no ambiente fisiológico do 
cérebro, consistindo de matriz extracelular natural, conectividade neuronal e interações 
neurônio-glia, além disso, os perfis das proteínas fosfatase e quinase permanecem 
praticamente os mesmos em relação ao cérebro (RODNIGHT et al., 1988; GONG et al., 
2001). Dessa maneira, fatias cerebrais constituem um modelo adequado para estudo de 
substâncias que possam modificar o funcionamento bioquímico do SNC.
Os modelos in vivo, são de fundamental importância para validar os modelos de estudo 
in vitro do sistema nervoso central. Uma grande vantagem deste tipo de abordagem é que 
permite a avaliação de diversos parâmetros em conjunto, como por exemplo: aspectos 
comportamentais, aspectos bioquímicos, morfológicos e fisiopatológicos das células, e estas 
abordagens podem ainda ser correlacionadas com diferentes estágios de desenvolvimento e
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com estruturas cerebrais específicas. No caso de substâncias neurotóxicas é essencial que as 
avaliações in vitro relacionadas, por exemplo, à alterações celulares e bioquímicas, sejam 
também realizadas em modelos animais expostos in vivo.
O hipocampo merece atenção especial nos estudos sobre os efeitos tóxicos de metais 
pesados. O chumbo afeta a morfologia e a plasticidade cognitiva no hipocampo onde as 
células granulares parecem ser particularmente susceptíveis à toxicidade do metal, 
especialmente durante o período de desenvolvimento rápido pós-natal (STOLTENBURG- 
DIDINGER, 1994).
Existem atualmente, várias metodologias que permitem o acesso às modificações 
bioquímicas que ocorrem nas células nos vários modelos experimentais utilizados. Uma 
importante técnica nos estudos de fosforilação é a eletroforese unidimensional ou 
bidimensional para separação de proteínas (RODNIGHT et al., 1988; SILVA JÚNIOR,
2001). A detecção e caracterização das fosfoproteínas podem ser feitas através de amostras 
pré-marcadas com ^^Pi (RODNIGHT & LEAL, 1990) ou alternativamente, através de 
Imunoblotting. Essa técnica, também denominada de “Western Blotting”, permite a 
transferência das proteínas (separadas por eletroforese) para a nitrocelulose seguida da 
detecção específica através do uso de anticorpos (BALDO, 1994; BOBROVSKAYA et a i, 
2001; NAGATA et al., 2001). Atualmente existem diversos tipos de anticorpos dirigidos 
contra os sítios fosforilados das fosfoproteínas, permitindo desta forma a medição da 
fosforilação sobre sítios específicos das proteínas de interesse. Esse tipo de metodologia abole 
em grande parte a necessidade de utilização de amostras marcadas com isótopos radioativos 
(NAGATA et a l, 2001).
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1.6-JUSTIFICAnVA
Como pode ser verificado, tem sido demonstrada a capacidade que os metais pesados 
possuem para afetar o comportamento da célula iniciando ou influenciando as vias de 
transdução de sinal, modificando a atividade das proteínas quinases e o estado de fosforilação 
de proteínas ( 0 ’CALLAGHAN, 1994; BELLONI-OLIVI et a l,  1996; SAMET et a i, 1998; 
GALÀN, et al., 2000; DEMOOR & KOROPATNICK, 2000). Adicionalmente, são bem 
documentados os efeitos moleculares dos metais em vários modelos experimentais 
(principalmente culturas celulares) (HUNG et al., 1998; RAMESH et al., 1999; WILLIAMS 
et al., 2000). Tem sido mostrada a modulação de ERK e JNK pelo chumbo em culturas de 
células PC 12 (RAMESH, et al., 1999; WILLIAMS et al., 2000). Além disso, em linhagens de 
células tumorais cerebrais o cádmio pode ocasionar a ativação de ERKl/2 e p3S'^*’^  (HUNG 
et al., 1998a). Recentemente, nós demonstramos o efeito do chumbo na via das MAPKs, com 
ativação de seguida da estimulação da proteína quinase ativada por MAPK
(MAPKAPK2; substrato da p38' '^^^^), resultando em fosforilação massiva de Hsp27 (LEAL 
et al., 2002). Além disso metais pesados podem induzir a expressão de alguns tipos de HSPs. 
Estudos demonstram aumentos na fosforilação de Hsp27 via pelo cádmio e aumento
da expressão de HSPs pelo chumbo em vários modelos de culturas de células (MILLER & 
QURESHI, 1992; OPANASHUK & HNKELSTEIN, 1995b; HUNG et al., 1998a e 1998b; 
QLAN et al., 2000).
Entretanto, não há dados que mostram a modulação de MAPKs e a indução da 
expressão de HSPs por metais pesados no SNC.
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2-OBJETIVOS
2 .1 -O b je t iv o  G e r a l
Investigar a ação de metais pesados sobre a modulação da fosforilação de proteínas no 
hipocampo, com ênfase nas vias de sinalização das MAPKs.
2 .2 -O b je t iv o s  E s p e c íf ic o s
2.2.1-Padronizaçâo da metodologia de “Western Blotting”
2.2.2-Efeitos do chumbo e cádmio in vitro
-  Determinação da ação do chumbo e do cádmio sobre a viabilidade celular em fatias 
hipocampais de ratos jovens e adultos e frações sinaptossomais de ratos adultos;
-  Caracterização da modulação da fosforilação das quinases e ERKl/2 pelos 
metais, bem como o papel de p 3 8 ^ ^ ^  na viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos 
jovens;
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-  Determinação do envolvimento das HSPs nas respostas à exposição aos metais. Avaliação 
quantitativa de Hsp27 e Hsp70 em fatias hipocampais de ratos jovens.
2.2.3-Efeitos do chumbo e cádmio in vivo
-  Avaliação da viabilidade celular em fatias hipocampais de animais jovens expostos ao 
chumbo e cádmio e paralelamente, avahação de ganho de peso corporal;
-  Determinação da modificação do estado de fosforilação de p38’' ^ ^  e ERKl/2 no 
hipocampo de ratos jovens;
-  Determinação do conteúdo de proteínas pela exposição in vivo de animais jovens aos 
metais: primariamente o imunoconteúdo de HSPs e proteínas quinases e ERKl/2, 
secundariamente das subunidades catalíticas das proteínas fosfatases 1 e 2A.
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3-MATERIAIS E MÉTODOS
3 .1 -A n im a is
Nos modelos experimentais foram utilizados ratos da linhagem Wistar provenientes do 
Biotério Central da Universidade Federal de Santa Catarina. Foram usados ratos adultos com 
idade entre 60 e 70 dias, ratos jovens com idade entre 13 e 15 dias e ninhadas contendo oito 
animais, recebidos no 5° dia pós-natal e mantidos até o 14° dia pós-natal. Os animais 
receberam água e comida ad libitum, foram mantidos em ambiente com ciclo claro-escuro de 
12 horas e temperatura entre 22 e 25°C, sendo manipulados e mortos de acordo com o código 
de ética de utilização de animais para pesquisa, conforme protocolo aprovado pela CEUA 
(número 062/CEUA-23080.001057/2001-78).
3 .2 -M a t e r ia s
)3-mercaptoetanol, Ácido Bórico, Coomassie Blue R-250, DTT, kit ECL, Glicina, 
Nitrocelulose, Persulfato de Amônia, SDS, TEMED, Tris e anticorpos secundários (mouse e 
rabbit) conjugados à peroxidase foram obtidos da Amersham Pharmacia Biotech®.
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Ácido Acético, Cloreto de Cádmio, Cloreto de Cálcio, Cloreto de Potássio, Cloreto de 
Sódio, Glicerol, Hidróxido de Sódio, Metanol, Sulfato de Magnésio foram obtidos da 
MERCK®.
Acrilamida, Acetato de Chumbo, Anticorpo anti-fosfo-ERK mouse, Anticorpo 
secundário anti-rabbit conjugado à fosfatase alcalina, Bis-acrilamida, Bromofenol Blue, 
Dimetil Formamida, EDTA, FOLIN, Glicose, HEPES, MTT, Sacarose, Soro Albumina 
Bovina foram obtidos da SIGMA®.
Os anticorpos anti-ERK rabbit, anti-fosfo-p38^*’’^  rabbit, anti-Hsp27 rabbit, anti- 
Hsp70 rabbit, anti-pSE*^ *^ *^  rabbit e os anticorpos secundários anti-mouse ou anti-rabbit 
conjugados à fosfatase alcalina ou à peroxidase foram obtidos da CALBIOCHEM®.
Padrão de Peso Molecular, BCIP e NBT foram obtidos da BIO-RAD®. PMSF, 
Ponceau e Tween 20 foram obtidos da USB®. As soluções Fixadora e Reveladora foram 
obtidas da KODAK®. Papel Filtro 3MM foi obtido da Whatman® e os Anticorpos anti-PPl 
rabbit e anti-PP2A rabbit foram gentilmente cedidos pelo Dr. Alistair Sim.
3 .3 -E q u ip a m e n t o s
-  Agitador Orbital BIOMIXER® modelo MOS-1
-  Aparato de Gel Gradiente BIO-RAD®
-  Balança Analítica SCIENTECH® modelo SA 120
-  Banho Maria FANEM® modelo 102
-  Centrífuga Refrigerada HITACHI® modelo Himac CR20B2
-  Cuba de Eletrotransferência HOEFER® modelo TE 22
-  Espectrofotômetro MICRONAL® modelo B 382
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-  Fatiador de tecidos de McILWAIN®
-  Fonte para Eletroforese Amersham Pharmacia Biotech® modelo EPS 301
-  Leitor de Eüsa WHITTAKER® modelo 2001
-  pHmetro DIGIMED® modelo DM 20
-  Vortex FANEM®
3 .4 - P r e p a r a ç ã o  d e  F a t i a s  H ip o c a m p a is
Os animais foram mortos por decapitação utilizando guilhotina e os cérebros retirados 
a 4°C sobre uma placa de Petri invertida, recoberta com papel filtro umedecido com tampão 
HEPES-saUna (124mM de NaCl, 4mM de KCl, l,2mM de MgS0 4 , 25mM de HEPES, 12mM 
de glicose e ImM de CaCh, pH 7.4) previamente oxigenado por 30 minutos. Os hipocampos 
foram dissecados com o auxílio de pincéis finos e macios e fatiados na espessura de 400|im, 
utilizando um fatiador de tecidos de Mcllwain. Após este procedimento, os hipocampos foram 
mantidos submersos em tampão HEPES-salina refrigerado dentro de um recipiente de fundo 
escuro. Isto permitia uma melhor visualização da estrutura, facilitando a realização da 
separação das fatias com pincéis. As fatias selecionadas foram então submetidas aos diversos 
tratamentos. Cada animal (2 hipocampos) fornecia aproximadamente 12 fatias adequadas para 
os experimentos.
3 .5 - P r e p a r a ç ã o  d e  F r a ç ã o  S in a p t o s s o m a l
Para preparação de sinaptossomas foram utilizados ratos adultos mortos por 
decapitação com guilhotina. Depois de retirado o cérebro, o córtex e o hipocampo foram
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dissecados com pincéis em meio refrigerado e homogeneizados separadamente em solução de 
sacarose 0,32M contendo ImM de EDTA e 25mM de DTT numa relação peso/volume de 
1/10, utilizando homogenizadores de vidro (DUNKLEY et al., 1986; PHELAN & GORDON- 
WEEKS, 1997). Após esse procedimento, os homogenatos foram submetidos a uma primeira 
centrifugação de 10 minutos a l.OOOxg em centrífuga refrigerada (4°C) Hitachi®. O 
sobrenadante (Sl) foi coletado com o auxílio de pipetas Pasteur e submetido a uma segunda 
centrifugação a lO.OOOxg por 20 minutos a 4°C. Após a segunda centrifugação, o 
sobrenadante (S2) foi descartado e o pellet (P2) foi resuspenso em 3ml de tampão HEPES- 
salina (correspondente à fração sinaptossomal crua) e mantido sob refrigeração. Alíquotas 
contendo lOO)0 .g de proteína foram separadas em microtubos para serem submetidas aos 
tratamentos.
3.6-ExposiçÃo AO C h u m b o  e  C á d m io  in  v i t r o
As fatias de hipocampo, previamente selecionadas, foram pré-incubadas em placas de 
poliestireno de 96 poços (para avaliação da viabilidade celular) ou em microtubos (para 
“Western Blotting*”) em 200|al de meio HEPES-salina por 30 minutos em temperatura 
ambiente, para permitir a recuperação metabólica do tecido. Após esse período, o meio foi 
retirado e as fatias submetidas a incubações por períodos de 1 ou 3 horas a 37°C, com meio de 
incubação (tampão HEPES-salina) contendo chumbo em concentrações de 1, 5, 10, 50 e 
100|iM ou cádmio em concentrações de 5, 10, 50, 100 e 200)J.M. Para controle fatias foram 
incubadas com tampão HEPES-salina. Nas incubações de 3 horas, o meio foi renovado a cada 
hora para garantir o suprimento de oxigênio e glicose. Para realização de um estudo
' Nome em inglês da técnica utilizada para eletrotransferência de proteínas.
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comparativo de viabilidade celular, frações sinaptossomais de córtex e hipocampo (com 
conteúdo protéico similar ao das fatias; lOOfig) também foram expostas ao chumbo nas 
mesmas concentrações, porém em tempos de 20, 40 e 60 minutos.
3.7-ExposiçÃo AO C h u m b o  e  C á d m io  in  v iv o
Para a realização dos experimentos in vivo, foram utilizadas ninhadas de oito animais 
(divididos em 4 grupos). Os grupos foram tratados via intra-peritoneal (IP) com salina (NaCl 
a 0,9%; grupo controle) e chumbo em doses de 2, 8  e 12mg/kg ou com salina e cádmio em 
doses de 0,5, 1 e 3mg/kg. Os tratamentos eram feitos durante 5 dias consecutivos, no período 
entre os dias 8  e 12 pós-natal. As doses utilizadas foram baseadas em estudos prévios nos 
quais os ratos foram expostos a doses de chumbo entre 3,5 e 8 mg/kg (ROCHA et a i, 1995; 
GOULART et al., 2001). Os animais foram mortos no 14“ dia de idade (48 horas após o 
último tratamento) e as fatias hipocampais foram preparadas, como descrito acima, para 
avaliação da viabilidade celular e análise de proteínas.
3.8-A v a l ia ç ã o  d a  A t iv id a d e  M it o c o n d r ia l  e  V u b i l i d a d e  C e l u l a r
Após os respectivos tratamentos descritos anteriormente, as fatias hipocampais ou as 
frações sinaptossomais foram incubadas com MTT (0,5 mg/ml em tampão HEPES-salina) por 
30 minutos a 37°C. O MTT (brometo de 3-[4,5-Dimetiltiazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolium = 
“Thiazolyl blue”) é um sal de tetrazólio solúvel em água, o qual é convertido em um 
formazam púrpura após clivagem do anel de tetrazólio por desidrogenases mitocondriais (LIU 
et a l, 1997). O formazam é solubilizado com a adição de dimetil sulfóxido (DMSO),
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formando um composto colorido cuja densidade óptica é medida em Leitor de ELISA (À=550 
nm). A atividade mitocondrial (viabilidade celular) é diretamente proporcional à capacidade 
redatora sobre o MTT e, portanto, produção de cromógeno.
Para determinar um possível papel da p38“^ ^ ^  sobre a viabilidade celular, as fatias 
também foram pré-incubadas por 30 minutos com o inibidor específico de p38^'^*^ 
SB203580 nas concentrações de 5 e lOfxM. A seguir as fatias foram expostas por 1 hora ao 
cádmio em concentração de 200|J.M na presença de SB203580. Após esse período o meio 
contendo metal foi retirado e as fatias analisadas ou submetidas por mais 2  horas de incubação 
com tampão HEPES-sahna sem metal, mas contendo SB203580. Para controle fatias de 
hipocampo foram incubadas sem a presença de metal em tampão HEPES-salina ou tampão 
HEPES-salina contendo SB203580.
3 .9 -S e p a r a ç ã o  d e  P r o t e í n a s
As fatias hipocampais foram postas em tampão de amostra (4% de SDS, 50mM de 
Tris, lOOmM de EDTA e 8 % de p-mercaptoetanol, pH 6 .8 ) e fervidas por 3 minutos para 
permitir a solubilização do tecido. Foram usados 100|il de tampão de amostra por fatia. Cada 
fatia hipocampal de animais de 14 dias tinham em média 150|jg de proteína. Em seguida era 
adicionada a solução de diluição de amostra (40% de glicerol, 25mM de Tris e Bromofenol 
Blue; pH 6 .8 ) numa proporção solução de diluição/solução de amostra de 25:100 (v/v). As 
proteínas (lOOjXg/poço) foram separadas por eletroforese em gel de pohacrilamida contendo 
SDS (SDS-PAGE), usando gel de separação em gradiente de 7,5 a 15% e gel de entrada a 4% 
de acrilamida (BUNN et a l, 1995). Para preparo dos géis foi utihzado um aparato para 
gradiente BioRad®, que continha 2 compartimentos, A e B. No compartimento B, adicionava-
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se lOml da ntístura de gel 7,5% (7,5% de Acrilamida/Bis-acrilamida 37,5:1 (w/w), 375mM de 
Tris, 0,1% de SDS, 0,06% de TEMED e 0,036% de persulfato de amônia; pH8 .8 ) e no 
compartimento A, adicionava-se lOml da mistura de gel 15% (15% de Acrilamida/Bis- 
acrilamida 37,5:1 (w/w), 375mM de Tris, 0,1% de SDS, 15% de Gücerol, 0,06% de TEMED 
e 0,036% de persulfato de amônia; pH 8 .8 ). Após o preenchimento da placa o gel permanecia 
em repouso durante 1 hora para plena polimerização. Logo a seguir era adicionado o gel de 
entrada 4% (4% de Acrilamida/Bis-acrilamida 37,5:1 w/w, 125mM de Tris, 0,1% de SDS, 
0,05% de TEMED e 0,1% de persulfato de amônia; pH 6 .8 ) e sobre este um pente de 12 
poços. Após 3 horas eram aplicadas as amostras para separação. A eletroforese foi realizada 
com corrente fixa de 5mA por placa e voltagem máxima de 130V durante a noite 
(aproximadamente 14 horas), em temperatura ambiente, utilizando-se os tampões superior 
(190mM de glicina, 25mM de Tris e 0,1% de SDS) e inferior (50mM de Tris; pH 8.3). Após a 
corrida, os géis foram submetidos à eletrotransferência. A figura 3 ilustra a padronização da 
técnica de SDS-PAGE em nosso laboratório, em gel corado com Coomassie Blue.
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Figura 03-Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida contendo SDS, corada com 
Coomassíe Blue. Amostras de fatias de hipocampo de ratos jovens.
Fatias de hipocampo de ratos jovens (14 dias) foram solubilizadas em tampão de eletroforese 
e as proteínas (100|Xg/poço) foram separadas em gel gradiente 7,5-15%.
3 .1 0 - E l e t r o t r a n s f e r ê n c i a  e  I m u n o d e t e c ç ã o
Após a eletroforese o gel foi fixado durante 1 hora em solução fixadora (50% de 
metanol e 8 % de ácido acético) e a seguir era lavado com tampão superior de eletroforese 
(25mM de Tris, 190mM de glicina e 0,1% de SDS) por 30 minutos. Após esse período, o gel 
foi equilibrado em tampão de transferência (50mM de Ácido Bórico e 4mM de EDTA; pH 
8.9) durante 30 minutos. As proteínas foram transferidas do gel para a membrana de 
nitrocelulose no sentido do pólo negativo para o positivo, utihzando um “sanduíche” 
compreendido de espuma de suporte, papel filtro Whatman® 3MM, gel, nitrocelulose, 
novamente papel filtro e espuma de suporte. A transferência foi realizada a 4°C usando
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corrente de 300mA por 3 horas em uma cuba contendo tampão de tranferência. Após a 
eletrotransferência, as membranas foram coradas com solução de Ponceau (0,5% de Ponceau 
e 1% de ácido acético) para controle da transferência. As Figuras 4 e 5 mostram a 
padronização da técnica de eletrotransferência em nosso laboratório.
r
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Figura 04-Membrana de nitrocelulose corada com Ponceau após eletrotransferência das 
proteínas.
Fatias de hipocampo de ratos jovens (14 dias) foram solubilizadas em tampão de eletroforese 
e as proteínas (lOOng/poço) foram separadas em gel gradiente 7,5-15% e eletrotransferidas 
para a nitrocelulose utilizando corrente de 300mA durante 3 horas a 4°C.
27
 < 205kDa
 < 120kDa
M---- 84kDa
52kDa
■22kDa
Figura 05-Gel de poliacrilamida correspondente à Figura 4 corado com Coomassie Blue 
após eletrotransferência
Após a eletrotransferência, as membranas foram lavadas com TBS (lOmM de Tris, 
150mM de NaCl, pH 7.5), para retirar o Ponceau, e a seguir foram bloqueadas por 1 hora com 
5% de leite desnatado (Molico®) em TBS em temperatura ambiente. Após esse primeiro 
bloqueio, as membranas foram lavadas por 3 vezes de 5 minutos com TBS-T (Tween-20 
0,05%, lOmM de Tris, 150mM de NaCl, pH7.5) e submetidas a um segundo bloqueio de 1 
hora usando uma solução de 2,5% de gelatina (Royal® sem sabor) em TBS (BALDO, 1994; 
COLLINS & SIM, 1998; BOBROVSKAYA et a i, 2001). As membranas foram novamente 
lavadas 3 vezes (5 minutos cada) com TBS-T, para finalmente serem incubadas com os 
anticorpos primários: anti-fosfo-ERKl/2, anti-ERKl/2 total, anti-p3S’^ ^ ^  total, anti-Hsp27, 
anti-Hsp70, anti-PPl e anti-PP2A por um período de 2 horas a temperatura ambiente e com
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anti-fosfo-p38'**^^ durante 12 horas a 4°C. Após as incubações, as membranas foram 
novamente lavadas com TBS-T (3 vezes de 5 minutos) e incubadas por 1 hora em temperatura 
ambiente com anticorpos secundários específicos (ligados à fosfatase alcalina ou à 
peroxidase). Para a detecção dos complexos imunes, as membranas foram lavadas 3 vezes (5 
minutos) com TBS-T e 2 vezes com TBS, sendo que as bandas correspondentes às respectivas 
proteínas foram reveladas através de kits de desenvolvimento de cor, utilizando NBT e BCIP 
como substratos, em tampão de fosfatase alcalina (lOOmM de Tris, lOOmM de NaCl e 5mM 
de MgCb; pH 9.5), ou kit ECL (quimiluminescência) conforme as recomendações do 
fabricante (Fig. 6 ). As medidas de fosforilação e/ou imunoconteúdo das proteínas foram 
realizadas através de densitometria.
-Filme
- Quimiluminescência
Figura 06-Imunodetecção, através de quimiluminescência, de um polipeptídio usando 
anticorpo específico.
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3 .1 1 -D o s a g e m  d e  P r o t e í n a
As proteínas foram dosadas através do método de Peterson (1977). Sobre alíquotas de 
2|nl das amostras foram adicionados 398|Xl de água e 400^1 do reagente de Lowry (0,2N de 
NaOH, 2,5% de SDS, 5% de Na^COs, 0,2% de CUSO4  e 0,1% de tartarato duplo de sódio e 
potássio). Em seguida foram adicionados 2OO|0.1 do reagente de Foün 0,4N e incubadas por 30 
minutos. A leitura foi realizada em 750nm e as concentrações foram obtidas através de uma 
curva padrão utilizando albumina sérica bovina (BSA).
3 .1 2 -A n á l is e  E s t a t ís t ic a
Os resultados foram analisados pelo teste ANOVA, seguido, quando apropriado, do 
teste de Duncan. Os resultados foram considerados significativos quando p < 0,05.
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4-RESULTADOS
Os resultados experimentais obtidos estão divididos em;
-  Estudos dos efeitos de chumbo e cádmio in vitro utilizando fatias hipocampais de 
ratos jovens:
• Avaliação da viabilidade celular em fatias hipocampais expostas ao 
chumbo ou cádmio;
• Determinação da fosforilação de MAPKs por chumbo e cádmio;
• Determinação do imunoconteúdo de HSPs em resposta aos metais.
-  Estudos dos efeitos de chumbo e cádmio in vitro utilizando fatias e sinaptossomas 
de ratos adultos;
• Análise da viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos adultos 
expostas aos metais;
• Análise da viabilidade de sinaptossomas expostos ao chumbo.
-  Estudos dos efeitos de chumbo e cádmio in vivo em fatias hipocampais de ratos 
jovens:
• Controle do ganho de peso corporal dos animais tratados;
• Avaliação da viabilidade celular em fatias hipocampais obtidas de ratos 
expostos ao chumbo ou cádmio;
31
• Determinação da fosforilação de MAPKs em fatias de hipocampo;
• Avaliação do imunoconteúdo de HSPs e das proteínas fosfatases í 
(PPl) e 2A (PP2A), em fatias hipocampais.
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4 .1 - E s t u d o s  d o s  E f e i t o s  d e  C h u m b o  e  C á d m io  in  v i t r o  U t i l i z a n d o  F a t i a s  
H ip o c a m p a is  d e  R a t o s  J o v e n s
4.1.1-Avaliação da Viabilidade Celular em Fatias Hipocampais Expostas ao Chumbo ou 
Cádmio
4.1.1.1-Determinação da Viabilidade Celular em Fatias de Hipocampo de Ratos Jovens 
Incubadas in vitro com Diferentes Concentrações de Chumbo ou Cádmio
Diversos estudos demonstram que os metais pesados podem prejudicar o metabolismo 
energético em algumas preparações celulares (GMEREK et al., 1981; WALTON, 1982; 
DUMAS et a l, 1985; STRUZYNSKA et al., 1997; AL-NASSER, 2000). Desta forma, foi 
determinado o efeito do chumbo e do cádmio sobre a viabilidade celular hipocampal. Fatias 
de hipocampo de ratos jovens (13-15 dias) foram incubadas com chumbo em concentrações 
de 1, 5, 10, 50 e lOO i^M ou com cádmio em concentrações de 5, 10, 50, 100 e 200(iM por 
períodos de 1 e 3 horas. Para controle as fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES- 
sahna. A viabilidade celular, capacidade redutora sobre o MTT, foi expressa em percentagem 
do controle (considerado 100%). A Figura 7 mostra o efeito dos metais sobre a viabilidade 
celular em fatias hipocampais. O chumbo não causou alteração significativa da viabilidade em 
nenhuma das concentrações e tempos de incubação testados (Fig. 7A; Anexo 1). Entretanto, 
fatias incubadas com cádmio apresentaram diminuição significativa da viabilidade celular nas 
concentrações de 100 e 200fiM, tanto em incubações de 1 hora como de 3 horas (Fig. 7B; 
Anexo 1).
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Figura 07-Efeito do chumbo (A) e cádmio (B) na redução do MTT em fatias de 
hipocampo de ratos jovens.
Fatias Hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de chumbo ou cádmio por 
períodos de 1 e 3 horas. Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES- 
salina. A viabilidade foi determinada pela capacidade de redução do MTT. Resultados 
representam média ± erro padrão e são expressos como percentuais do controle (considerado 
100%). Chumbo, n = 8 ; cádmio, n = 4; * p < 0,05 em relação ao controle.
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A.l.l.l-Efeito da Inibição de pelo SB203580 em Fatias Hipocampais de Ratos
Jovens Expostas in vitro ao Cádmio
Metais pesados podem provocar morte celular, tanto apoptótica quanto necrótica 
(ALMAZAN et al., 2000; YOSHIDA, 2001). Adicionalmente, foi demonstrada que a ativação 
de pSS*^*^ pelo cádmio causa apoptose em cultura de promonócitos (GALÀN et al., 2000). 
Nesse sentido, foi analisado o efeito do inibidor específico de SB203580, sobre a
viabilidade celular em fatias hipocampais de ratos jovens. Fatias de hipocampo foram pré- 
incubadas por 30 minutos com SB203580 em concentrações de 5 e 10 |lM. Após este período, 
as fatias foram expostas ao cádmio em concentração de 200|o,M na presença de inibidor 
durante 1 hora. Alternativamente, as fatias foram incubadas durante um período 2 horas 
apenas com o SB203580, mas sem exposição ao cádmio. Para controle fatias foram incubadas 
apenas com tampão HEPES-salina. A viabilidade celular, capacidade redutora sobre o MTT, 
foi expressa em percentagem do controle (considerado 100%). A Figura 8  (ver também 
Anexo 2) mostra que o inibidor SB203580 não foi capaz de proteger as células contra o efeito 
do cádmio sobre a viabilidade celular.
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Figura 08-Efeito do SB203580 sobre a viabilidade celular em fatias de hipocampo de 
ratos jovens expostas ao cádmio.
Fatias hipocampais foram incubadas com cádmio na concentração de 200|^M na presença ou 
não de SB203580. Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. 
SB 5/lh, pré-incubação (30 min.) com HEPES-salina contendo SB 5fxM + Ih de incubação 
com tampão HEPES contendo o inibidor (5|xM); SB 10/lh, pré-incubação com HEPES-salina 
contendo SB lO i^M + Ih de incubação com tampão HEPES contendo o inibidor (ÍO|aM); 
Cd/lh, pré-incubação com HEPES-salina + Ih de incubação com tampão HEPES-salina 
contendo 200jiM de cádmio; Cd/SB5/lh, pré-incubação com HEPES-salina contendo 5^iM de 
SB + Ih de incubação com tampão HEPES contendo 200|J,M de cádmio e em presença de SB 
(5(xM); Cd/SB 10/lh, pré-incubação com HEPES-salina contendo 10|aM de SB + Ih de 
incubação com tampão HEPES contendo 200|xM de cádmio e em presença de SB (10|J.M). Os 
tratamentos designados por 1  + 2  horas são iguais aos descritos para 1  hora, exceto que foi 
realizado um período de incubação adicional de 2  horas usando tampão com a mesma 
composição daquele usado na V  hora, exceto que o cádmio não era adicionado. A viabiüdade 
foi determinada pela capacidade de redução do MTT. Resultados representam média ± erro 
padrão e são expressos como percentuais do controle (considerado 100%). n = 4; * p < 0,05 
em relação ao controle.
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4.1.2-Determinação da Fosforílação de MAPKs por Chumbo e Cádmio
‘i.l.l.l-Análise da Fosforílação de ERKl/2 em Fatias de Hipocampo de Ratos Jovens 
Incubadas com Chumbo ou Cádmio in vitro
Estudos recentes demonstraram que o chumbo (RAMESH et a i, 1999; WILLIAMS et 
al., 2000) e o cádmio (HUNG et al., 1998a) podem modificar a fosforílação de ERKl/2 em 
culturas celulares. Entretanto, nenhum estudo mostrou a modulação de ERK no SNC. Dessa 
maneira, foi analisada a modulação de ERKl/2 em fatias hipocampais de ratos jovens 
incubadas com chumbo em concentrações de 1, 5, 10, 50 e lOO^M e cádmio em 
concentrações de 5, 10, 50, 100 e 200|J,M em tempos de 1 e 3 horas. Para controle fatias foram 
incubadas apenas com tampão HEPES-salina. As Figuras 9A e lOA mostram os 
imunoblottings da fosforílação de ERKl/2 em fatias incubadas com chumbo em perí^odos de 1 
e 3 horas, respectivamente. A quantificação das bandas é mostrada nas figuras 9B e lOB (ver 
também Anexo 3). A fosforílação de ERK foi expressa em percentagem do controle 
(considerado 100%). O chumbo não modificou a fosforílação das ERKl/2 em 1 hora de 
incubação. Por outro lado, no período de incubação de 3 horas, houve um aumento 
significativo da fosforílação de ERKl em concentrações de 10, 50 e lOOfiM de chumbo.
Experímentos similares foram realizados em fatias incubadas com cádmio. Nas 
incubações de 1 hora, o cádmio causou aumento significativo na fosforílação de ERKl na 
concentração de 200|O.M, e de ERK2 nas concentrações de 100 e 200|liM (Fig. 11). Por outro 
lado, o cádmio aumentou significativamente a fosforílação de ERKl/2 nas concentrações de 
100 e 200p,M no tempo de incubação de 3 horas (Fig. 12).
Os metais não alteraram o imunoconteúdo das ERKl/2 em nenhuma das 
concentrações e tempos de incubação utilizados (dados não mostrados).
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Figura 09-Efeito do chumbo sobre a fosforilação de ERKl/2 em fatias de hipocampo de 
ratos jovens em incubações de 1 hora. (A) Imunoblottíng mostrando as bandas de fosfo- 
ERKl/2. (B) Quantifícação da fosforilação das bandas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de chumbo durante 1 hora. 
Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. A fosforilação de 
ERK foi determinada através da densitometria dos imunoblottings. Os resultados representam 
a média ± erro padrão das densidades ópticas de cada banda e são expressas como percentuais 
relativos ao controle (considerado 100%). n = 6 ; p > 0,05, diferenças não significativas em 
relação ao controle.
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Figura 10-Efeito do chumbo sobre a fosforilação de ERKl/2 em fatias de hipocampo de 
ratos jovens em incubações de 3 horas. (A) Imunoblotting mostrando as bandas de fosfo- 
ERKl/2. (B) Quantifícação da fosforilação das bandas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de chumbo durante 3 
horas. Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. A fosforilação 
de ERK foi determinada através da densitometria dos imunoblottings. Os resultados 
representam a média ± erro padrão das densidades ópticas de cada banda e são expressas 
como percentuais relativos ao controle (considerado 100%). n = 6 ; * p < 0,05 em relação ao 
controle.
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Figura 11-Efeito do cádmio sobre a fosforilação de ERKl/2 em fatias de hipocampo de 
ratos jovens em incubações de 1 hora. (A) Imunoblottíng mostrando as bandas de fosfo- 
ERKl/2. (B) Quantificação da fosforilação das bandas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de cádmio durante 1 hora. 
Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. A fosforilação de 
ERK foi determinada através da densitometria dos imunoblottings. Os resultados representam 
a média ± erro padrão das densidades ópticas de cada banda e são expressas como percentuais 
relativos ao controle (considerado 100%). n = 6 ; * p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 12-Efeito do cádmio sobre a fosforilação de ERKl/2 em fatias de hipocampo de 
ratos jovens em incubações de 3 horas. (A) Imunoblotting mostrando as bandas de fosfo- 
ERKl/2. (B) Quantificação da fosforilação das bandas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de cádmio durante 3 horas. 
Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. A fosforilação de 
ERK foi determinada através da densitometria dos imunoblottings. Os resultados representam 
a média ± erro padrão das densidades ópticas de cada banda e são expressas como percentuais 
relativos ao controle (considerado 100%). n = 6 ; * p < 0,05 em relação ao controle.
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<X.1.2.2-Análise da Fosforilação de em Fatias de Hipocampo de Ratos Jovens
Incubadas com Chumbo ou Cádmio in vitro
A é uma enzima que é ativada por diversos tipos de estresse ambiental,
incluindo metais pesados. Estudos demonstraram a ativação de por cádmio e chumbo
em modelos de culturas celulares (GALÀN et al., 2000; LEAL et a i, 2002), entretanto, até o 
momento não foi demonstrada a modulação dessa quinase pelos metais em tecidos cerebrais. 
Foi analisada a modulação de p38^^’*^ em fatias hipocampais de ratos jovens incubadas com 
chumbo em concentrações de 1, 5, 10, 50 e lOO^M e cádmio em concentrações de 5, 10, 50, 
100 e 200nM em tempos de 1 e 3 horas. Para controle fatias foram incubadas apenas com 
tampão HEPES-salina. As Figuras 13A e 14A mostram os imunoblottings da fosforilação de 
p 2 gMAPK fatias incubadas com chumbo em períodos de 1 e 3 horas, respectivamente. A 
quantificação das bandas é mostrada nas figuras 13B e 14B (ver também Anexo 4). A 
fosforilação de p38' '^^*^ foi expressa em percentagem do controle (considerado 100%). Nas 
fatias incubadas com chumbo, durante 1 hora nas concentrações entre 1 e 100|iM, não houve 
aumento significativo na fosforilação de p3S'^*’^  (Fig. 13). Porém, em incubações de 3 horas 
o chumbo aumentou significativamente a fosforilação de p38^^^ nas concentrações de 5, 10, 
50 e lOOiaM (Fig 14).
Nas análises das fatias dos experimentos utilizando cádmio em incubações de 1 hora, 
houve aumento significativo da fosforilação de p38^^'^ nas concentrações de 100 e 200}J.M 
(Fig. 15; ver também Anexo 4). No penodo de incubação de 3 horas houve aumento 
significativo da fosforilação de p38’^ '^ ‘^^  em todas as concentrações usadas (Fig. 16; ver 
também Anexo 4).
Os metais não produziram alteração do imunoconteúdo de p3S'^^*’^  (dados não 
mostrados).
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Figura 13-Efeito do chumbo sobre a fosforilação de em fatias de hipocampo de
ratos jovens em incubações de 1 hora. (A) Imunoblotting mostrando as bandas de fosfo- 
pjsMAPK^  (B) Quantifícação da fosforilação das bandas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de chumbo durante 1 hora. 
Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. A fosforilação de 
pSgMAPK determinada através da densitometria dos imunoblottings. Os resultados 
representam a média ± erro padrão das densidades ópticas de cada banda e são expressas 
como percentuais relativos ao controle (considerado 100%). n = 6; p > 0,05, diferenças não 
significativas em relação ao controle.
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Figura 14-Efeito do chumbo sobre a fosforilação de em fatias de hipocampo de
ratos jovens em incubações de 3 horas. (A) Imunoblottíng mostrando as bandas de fosfo- 
p3 8 MAPK^  (B) Quantificação da fosforilação das bandas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de chumbo durante 3 
horas. Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. A fosforilação
de p38 foi determinada através da densitometria dos imunoblottings. Os resultados 
representam a média ± erro padrão das densidades ópticas de cada banda e são expressas 
como percentuais relativos ao controle (considerado 100%). n = 6; * p < 0,05 em relação ao 
controle.
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Figura 15-Efeito do cádmio sobre a fosforilação de em fatías de hipocampo de
ratos jovens em incubações de 1 hora. (A) Imunoblotting mostrando as bandas de fosfo- 
p2 sMAPK Quantificação da fosforilação das bandas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de cádmio durante 1 hora. 
Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina A fosforilação de 
p 3 gMAPK determinada através da densitometria dos imunoblottings. Os resultados 
representam a média ± erro padrão das densidades ópticas de cada banda e são expressas 
como percentuais relativos ao controle (considerado 100%). n = 6; * p < 0,05 em relação ao 
controle.
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Figura 16-Efeito do cádmio sobre a fosforilação de p38’^ '^^ em fatias de hipocampo de 
ratos jovens em incubações de 3 horas. (A) Imunoblotting mostrando as bandas de fosfo- 
p^ gMAPK^  (B) Quantificação da fosforilação das bandas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de cádmio durante 3 horas. 
Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. A fosforilação de 
p^ gMAPK determinada através da densitometria dos imunoblottings. Os resultados 
representam a média ± erro padrão das densidades ópticas de cada banda e são expressas 
como percentuais relativos ao controle (considerado 100%). n = 6; * p < 0,05 em relação ao 
controle.
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4.1.3>Determinação do Imunoconteúdo de HSPs em Resposta aos Metais
Uma das mais importantes respostas das células ao estresse é o aumento da expressão 
de algumas HSPs (OHTSUKA & SUZUKI, 2000). Metais pesados são contaminantes que 
provocam esse fenômeno (HUNG et a i, 1998a e 1998b; QIAN et al., 2000). Nesse sentido, o 
imunoconteúdo das proteínas de choque térmico foi analisada em fatias de hipocampo de 
ratos jovens expostas ao chumbo em concentrações de 1 ,5 , 10, 50 e 100|0,M e cádmio em 
concentrações de 5, 10, 50, 100 e 200|J.M, em incubações de 3 horas. Para controle fatias 
foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. As Figuras 17 e 18 mostram blottings 
representativos dos imunoconteúdos de Hsp27 e Hsp70, respectivamente. Análise 
densitométrica também foi realizada (dados não mostrados). Não foram observadas diferenças 
significativas no conteúdo de Hsp27 (Fig. 17) e Hsp70 (Fig. 18) no tempo e nas concentrações 
utilizadas para ambos os metais.
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Figura 17-Efeito do chumbo (A) e cádmio (B) sobre o imunoconteúdo de Hsp27 em 
fatías de hipocampo de ratos jovens em incubações de 3 horas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de chumbo ou cádmio 
durante 3 horas. Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. As 
figuras A e B apresentam imunoblottings representativos dos efeitos do chumbo e cádmio, 
respectivamente; n = 4.
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Figura 18-Efeito do chumbo (A) e cádmio (B) sobre o imunoconteúdo de Hsp70 em 
fatías de hipocampo de ratos jovens em incubações de 3 horas.
Fatias hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de chumbo ou cádmio 
durante 3 horas. Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. As 
figuras A e B apresentam imunoblottings representativos dos efeitos do chumbo e cádmio, 
respectivamente; n = 4.
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4 .2 - E s t u d o s  d o s  E f e i t o s  d e  C h u m b o  e  C á d m io  in  v itr o  U t i l i z a n d o  F a t i a s  e  
SiNAPTOSSOMAS DE RaTOS ADULTOS
4.2.1-Análise da Viabilidade Celular em Fatías de Hipocampo de Ratos Adultos 
Expostas aos Metais
Para determinar possíveis diferenças de sensibilidade aos metais em função da idade, 
foi avaliada a viabilidade celular em fatias de hipocampo de ratos adultos. As fatias foram 
incubadas com chumbo em concentrações de 1, 5, 10, 50 e 100|liM ou com cádmio em 
concentrações de 5, 10, 50, 100 e 200|J.M durante I ou 3 horas. Para controle fatias foram 
incubadas apenas com tampão HEPES-salina. A viabilidade celular, capacidade redutora 
sobre o MTT, foi expressa em percentagem do controle (considerado 100%). A Figura 19 
mostra o efeito dos metais sobre a viabilidade celular em fatias hipocampais de ratos adultos. 
Não foram observadas diferenças significativas da viabilidade das fatias nas concentrações de 
chumbo utilizadas nos períodos de 1 e 3 horas (Fig. 19A; Anexo 5). Por outro lado, o cádmio 
causou diminuição significativa na viabilidade celular na concentração de 200|iM no período 
de 1 hora e nas concentrações de 50, 100 e 200|aM nas incubações de 3 horas (Fig. 19B; 
Anexo 5)
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Figura 19-Efeito do chumbo (A) e cádmio (B) na redução do MTT em fatías de 
hipocampo de ratos adultos.
Fatias Hipocampais foram incubadas com diferentes concentrações de chumbo ou cádmio 
durante 1 e 3 horas. Para controle fatias foram incubadas apenas com tampão HEPES-salina. 
A viabilidade foi determinada pela capacidade de redução do MTT. Resultados representam 
média ± erro padrão e são expressos como percentuais do controle (considerado 100%); n = 4;
* p < 0,05 em relação ao controle.
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4.2.2-Análise da Viabilidade de Sinaptossomas Expostos ao Chumbo
Diversos estudos demonstram o efeito deletério do chumbo sobre o metabolismo 
mitocondrial em sinaptossomas (GMEREK et al., 1981; WALTON et a i, 1982; DUMAS et 
al., 1985; STRUZYNSKA et al., 1997). O objetivo de determinar a viabilidade de 
sinaptossomas expostos ao chumbo foi verificar a sensibilidade do sinaptossoma (terminal 
nervoso destacado) ao metal, e comparar estes resultados com preparações de fatias (que 
mantém a interação neurônio-glia). Frações sinaptossomais de córtex e hipocampo foram 
incubadas com chumbo em concentrações variando de 1, 5, 10, 50 e 100|aM em tempos de 
20, 40 e 60 minutos. Para controle frações foram incubadas apenas com tampão HEPES- 
salina. A viabilidade celular, capacidade redutora sobre o MTT, foi expressa em percentagem 
do controle (considerado 100%). Os resultados mostram que há diminuição da viabilidade 
sinaptossomal de maneira dependente do tempo de exposição e da concentração do metal nas 
preparações sinaptossomais de ambas as regiões do cérebro (Fig. 20; Anexo 6). As 
diminuições da atividade mitocondrial foram significativas nas concentrações de 50 e 100|iM, 
quando comparadas ao controle.
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Figura 20-Efeito do chumbo na redução do MTT em sinaptossomas de córtex (A) e 
hipocampo (B) de ratos adultos, em incubações de 20,40 e 60 minutos.
Frações sinaptossomais de córtex e hipocampo foram incubadas com diferentes concentrações 
de chumbo por períodos de 20, 40 e 60 minutos. Para controle frações foram incubadas 
apenas com tampão HEPES-salina. A viabilidade foi determinada pela capacidade de redução 
do MTT. Resultados representam média ± erro padrão e são expressos como percentuais do 
controle (considerado 100%). Córtex, n = 8; hipocampo, n = 3; * p < 0,05 em relação ao 
controle.
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Como observado anteriormente nos resultados referentes à modulação de ERK e 
p 3 gMAPK yifro, foi nosso interesse também analisar os efeitos do chumbo e do cádmio em 
fatias de hipocampo obtidas de ratos expostos in vivo aos metais. Nesse sentido, ninhadas de 
ratos foram tratadas por via intraperitoneal (IP) com salina (NaCl a 0,9%; controle) e chumbo 
ou com salina e cádmio.
Após o período de tratamento as fatias hipocampais dos animais foram preparadas 
para a realização das análises bioquímicas. Em nosso estudo foi analisado o ganho de peso 
corporal dos animais do 8“ ao 14° dia pós-natal, foi realizada a análise da viabilidade celular, a 
modulação da fosforilação de ERK e de e o imunoconteúdo das proteínas Hsp27,
Hsp70 e das subunidades catalíticas de PPl e PP2A.
4.3.1-Controle do Ganho de Peso Corporal dos Animais Tratados com Chmnbo e 
Cádmio
Para averiguar possíveis efeitos sistêmicos durante os tratamentos com chumbo e 
cádmio, foi realizado o controle do ganho de peso das ninhadas. O ganho de peso foi 
monitorado durante todo o período de tratamento e também nos 2 dias subseqüentes a este 
período, ou seja, do 8° dia pós-natal até o 14° dia pós-natal. Os resultados representam a 
média do peso dos animais em gramas (g). As Figuras 21A e 21B mostram, respectivamente, 
o efeito do chumbo e do cádmio no ganho de peso de ratos jovens. Durante os períodos
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analisados, não foram observadas alterações nas curvas de crescimento dos animais tratados 
com os metais (Fig. 21).
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Figura 21-Ganho de peso corporal dos animais tratados in vivo com chumbo (A) e 
cádmio (B).
Ratos com 8 dias de idade foram tratados com salina (controle) e com diferentes doses de 
chumbo ou cádmio durante os 5 dias de tratamento e os 2 dias após o tratamento. O ganho de 
peso foi realizado através de medições diárias. Os resultados representam a média do peso dos 
animais em gramas (g); n = 8.
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4.3.2-Avaliação da Viabilidade Celular em Fatías Hipocampais Obtidas de Ratos 
Expostos ao Chumbo ou Cádmío
Uma das ações dos metais é a capacidade de ocasionar morte celular. Desta forma foi 
importante determinar a viabilidade celular, capacidade redutora sobre o MTT, nas fatias 
hipocampais obtidas dos animais expostos in vivo ao chumbo ou cádmio. Os resultados não 
mostraram diferenças significativas na capacidade de redução do MTT entre os animais 
tratados com chumbo ou cádmio e os controles (Fig. 22A e B).
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Figura 22-Efeito do chumbo (A) e cádmio (B) na redução do MTT em fatias de 
hipocampo de ninhadas de ratos jovens tratados in vivo.
Ratos com 8 dias de idade foram tratados com salina (controle) e com diferentes doses de 
chumbo ou cádmio durante 5 dias consecutivos. No 14° dia os animais foram mortos e os 
hipocampos retirados e fatiados para análise. A viabilidade das fatias foi determinada pela 
capacidade de redução do MTT. Resultados representam média ± erro padrão e são expressos 
como percentuais do controle (considerado 100%); n = 8.
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4.3.3-Determinação da Fosforilação de MAPKs em Fatías de Hipocampo
4.3.3.1-Aná/ise da Fosforilação de ERKl/2 em Fatias de Hipocampo de Ratos Jovens 
Tratados com Chumbo ou Cádmio in vivo
O efeito do chumbo e do cádmio sobre a fosforilação das ERKl/2 em fatías de 
hipocampo de ratos jovens tratados in vivo com os metais foi avaliado através de 
imunoblotting. As Figuras 23A e 24A mostram o imunoblotting do efeito do chumbo e do 
cádmio, respectivamente, sobre a fosforilação das ERKl/2. A quantificação das bandas é 
mostrada nas figuras 23C e 24C (ver também Anexo 7). A fosforilação das ERKl/2 foi 
expressa em percentagem do controle (considerado 100%). Houve aumento significativo da 
fosforilação das ERKl/2 em todas as doses de chumbo utilizadas. Por outro lado, o cádmio 
aumentou a fosforilação de ERKl somente na dose de 3mg/kg e de ERK2 nas doses de 1 e 
3mg/kg (Fig. 24).
Os metais não produziram alteração no imunoconteúdo das ERKl/2 (Fig. 23B e 24B).
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Figura 23-Efeito do chumbo sobre a fosforilação de ERKl/2 em fatias de hipocampo de 
ratos jovens tratados in vivo. (A) Imunoblotting mostrando as bandas de fosfo-ERKl/2. 
(B) Imunoblotting mostrando o conteúdo de ERKl/2. (C) Quantificação da fosforilação 
das bandas.
Ratos com 8 dias de idade foram tratados com salina (controle) e com diferentes doses de 
chumbo durante 5 dias consecutivos. No 14° dia os animais foram mortos e os hipocampos 
retirados para análise. A fosforilação de ERKl/2 foi determinada através da densitometria dos 
imunoblottings. Os resultados representam a média ± erro padrão das densidades ópticas de 
cada banda e são expressas como percentuais relativos ao controle (considerado 100%). n = 8;
* p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 24-Efeito do cádmio sobre a fosforilação de ERKl/2 em fatias de hipocampo de 
ratos jovens tratados in vivo. (A) Imunoblotting mostrando as bandas de fosfo-ERKl/2. 
(B) Imunoblotting mostrando o conteúdo de ERKl/2. (C) Quantifícação da fosforilação 
das bandas.
Ratos com 8 dias de idade foram tratados com salina (controle) ou com diferentes doses de 
cádmio durante 5 dias consecutivos. No 14° dia os animais foram mortos e os hipocampos 
retirados para análise. A fosforilação de ERKl/2 foi determinada através da densitometria dos 
imunoblottings. Os resultados representam a média ± erro padrão das densidades ópticas de 
cada banda e são expressas como percentuais relativos ao controle (considerado 100%); n = 8;
* p < 0,05 em relação ao controle.
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A.'i.3.2-Análise da Fosforilação de em Fatias de Hipocampo de Ratos Jovens
Tratados com Chumbo ou Cádmio in vivo
De modo semelhante à analise da fosforilação de ERK, fatias de hipocampo de ratos 
jovens tratados com chumbo ou cádmio foram analisadas quanto a fosforilação de p3S ''^^ . 
As Figuras 25A e 26A mostram o imunoblotting dos efeitos do chumbo e do cádmio, 
respectivamente, sobre a fosforilação da A quantificação das bandas é mostrada nas
figuras 25C e 26C (ver também Anexo 8), sendo que a fosforilação da p38^^^ foi expressa 
em percentagem do controle (considerado 100%). Ambos os metais aumentaram 
significativamente, em relação aos controles, a fosforilação de p38^^^^ em todas as doses 
testadas (Fig. 25 e 26). Os metais não produziram alteração no imunoconteúdo da p38^^^ 
(Fig. 25B e 26B).
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Figura 25-Efeito do chumbo sobre a fosforilação de em fatias de hipocampo de
ratos jovens tratados in vivo. (A) Imunoblotting mostrando as bandas de fosfo-p38 
(B) Imunoblotting mostrando o conteúdo de (C) Quantifícação da fosforilação
das bandas.
Ratos com 8 dias de idade foram tratados com salina (controle) e com diferentes doses de 
chumbo durante 5 dias consecutivos. No 14° dia os animais foram mortos e os hipocampos 
retirados para análise. A fosforilação de foi determinada através da densitometria dos
imunoblottings. Os resultados representam a média ± erro padrão das densidades ópticas de 
cada banda e são expressas como percentuais relativos ao controle (considerado 100%); n = 8;
* p < 0,05 em relação ao controle.
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Figura 26-Efeito do cádmio sobre a fosforilação de em fatias de hipocampo de
ratos jovens tratados in vivo. (A) Imunoblotting mostrando as bandas de fosfo-p38 
(B) Imunoblotting mostrando o conteúdo de (C) Quantificação da fosforilação
das bandas.
Ratos com 8 dias de idade foram tratados com salina (controle) e com diferentes doses de 
cádmio durante 5 dias consecutivos. No 14° dia os animais foram mortos e os hipocampos 
retirados para análise. A fosforilação de p38^^^*^ foi determinada através da densitometria dos 
imunoblottings. Os resultados representam a média ± erro padrão das densidades ópticas de 
cada banda e são expressas como percentuais relativos ao controle (considerado 100%); n = 8;
* p < 0,05 em relação ao controle.
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4.3.4-Avaliação do Conteúdo de HSPs, PPl e PP2A em Fatías Hipocampais
De modo semelhante às MAPKs, foram analisados no hipocampo os imunoconteúdos 
de Hsp27 e Hsp70 nos animais tratados in vivo com chumbo e cádmio (Fig. 27 e 28, 
respectivamente). Adicionalmente, também foram avaliados os imunoconteúdos das 
subunidades catalíticas de PPl e PP2A em animais expostos ao chumbo (Fig. 29). Não foram 
observadas diferenças significativas no imunoconteúdo das referidas proteínas nos 
tratamentos utilizados.
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Figura 27-Conteúdo de Hsp27 (A) e Hsp70 (B) em fatias hipocampais de ratos jovens 
tratados in vivo com chumbo.
Ratos com 8 dias de idade foram tratados com salina (controle) e com diferentes doses de 
chumbo durante 5 dias consecutivos. No 14° dia os animais foram mortos e os hipocampos 
retirados para análise. As figuras A e B apresentam imunoblottings representativos dos efeitos 
do chumbo sobre o imunoconteúdo de Hsp27 e Hsp70, respectivamente; n = 4.
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Figura 28-Conteúdo de Hsp27 (A) e Hsp70 (B) em fatias hipocampais de ratos jovens 
tratados in vivo com cádmio.
Ratos com 8 dias de idade foram tratados com salina (controle) e com diferentes doses de 
cádmio durante 5 dias consecutivos. No 14" dia os animais foram mortos e os hipocampos 
retirados para análise. As figuras A e B apresentam imunoblottings representativos dos efeitos 
do cádmio sobre o imunoconteúdo de Hsp27 e HspTO, respectivamente; n = 4.
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Figura 29-Conteúdo de PPl (A) e PP2A (B) em fatías hipocampais de ratos jovens 
tratados in vivo com chumbo.
Ratos com 8 dias de idade foram tratados com salina (controle) e com diferentes doses de 
chumbo durante 5 dias consecutivos. No 14° dia os animais foram mortos e os hipocampos 
retirados para análise. As figuras A e B apresentam imunoblottings representativos dos efeitos 
do chumbo sobre o imunoconteúdo da subunidade catalítica de PPl e PP2A, respectivamente; 
n = 4.
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5-DISCUSSAO
Diversos estudos demonstram a ativação por metais pesados de proteínas quinases 
ativadas por mitógeno (MAPKs). Foi mostrada a ativação de ERKl/2 e p38^^^ em linhagens 
de neuroblastoma pelo cádmio, resultando em mitogênese e apoptose, respectivamente 
(HUNG et al., 1998a). De forma semelhante, em cultura de promonócitos o cádmio causou
N/TAPlí^  Vativação de p38 com apoptose (GALAN et al., 2000). Recentemente, nós demonstramos 
em células cromafms bovinas (BACC) e em células de neuroblastoma (SH SY5Y) a ativação 
de p38“ ^‘’*^ pelo chumbo, resultando na fosforilação da Hsp27 (LEAL et al., 2002). 
Adicionalmente, em células PC 12 o chumbo aumentou a taxa de crescimento de neuritos de 
modo dependente da ativação de ERK induzida por fator de crescimento neural (WILLIAMS 
et al., 2000). Os resultados obtidos neste trabalho demonstram a ativação de ERK e p38'^^*’^  
por chumbo e cádmio em fatias de hipocampo de ratos jovens tanto in vitro quanto in vivo.
A ativação das MAPKs depende da sua fosforilação em dois sítios. Estes sítios são um 
resíduo de treonina e outro de tirosina, como por exemplo, Thrl83 e Tyrl85 da ERK e 
ThrlSO e Tyrl82 da p38^“^^ .^ Entretanto, é necessária a fosforilação em ambos os resíduos 
para a ativação da enzima (COBB & GOLDSMITH, 1995). Os anticorpos específicos usados 
nesse trabalho reconhecem somente a forma fosforilada (nos dois sítios) destas enzimas. Nos 
experimentos in vitro, o chumbo aumentou a fosforilação de ERKl e p38'^^^^ de forma
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dependente de tempo e concentração, onde a concentração mínima de chumbo, efetiva para 
estimular a fosforilação de ERKl e de foi de lOfiM e 5^iM, respectivamente. (Fig. 9,
10, 13 e 14). O cádmio produziu um aumento proeminente na fosforilação de ERKl/2 em 
concentrações altas (100 e 200|xM) (Fig. 11 e 12). No caso da foi observado um
aumento significativo em sua fosforilação pelo cádmio à partir de lOO^M em incubações de 1 
hora (Fig. 15) e à partir de 5|J.M em incubações de 3 horas (Fig. 16).
Nos hipocampos de ratos jovens expostos in vivo aos metais, pôde-se observar 
aumentos significativos no estado de fosforilação de ERKl/2 à partir 2mg/kg de chumbo e 
3mg/kg de cádmio (Fig. 23, 24). Aumentos significativos na fosforilação de pSS^'^^ foram 
observados à partir de 2mg/kg de chumbo e 0,5mg/kg de cádmio (Fig. 25 e 26). Estes 
resultados mostram que os efeitos obtidos in vitro também são observados quando os animais 
foram expostos in vivo aos metais.
Alguns estudos demonstram o acúmulo de chumbo no SNC de ratos jovens, em 
quantidades que variam de 0,10 a 2,16|Xg/g de tecido, após diferentes modelos e tempos de 
tratamento (GOULART et al„ 2001; MAMELI et a l, 2001; TROMBINI et a/., 2001). 
Adicionalmente, a idade média de 14 dias, dos ratos utilizados neste trabalho, corresponde à 
segunda fase de desenvolvimento rápido pós-natal do SNC. ERK e p3S' ‘^^ ^  tem papéis 
importantes nesta fase, desta forma, a modulação dessas enzimas de sinalização pelos metais 
poderia interferir no desenvolvimento do SNC.
As ERKl/2 têm sido implicadas na formação de memória e no fenômeno de formação 
de LTP (SWEATT, 2001). Esmdos demonstram que o chumbo pode prejudicar estes 
fenômenos (GILBERT et al., 1999). Baseado nisso nossos dados podem levantar a hipótese 
de que uma modulação de ERK no hipocampo por chumbo poderia, eventualmente, contribuir 
com alguns dos danos cognitivos observados em animais expostos ao metal. Entretanto,
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estudos funcionais in vivo e o uso de inibidores específicos será necessário para testar esta 
possibilidade. Pouco se sabe até o momento sobre os papéis fisiológicos da p38^^*^. 
Entretanto, é bem caracterizada a participação dessa enzima nos processos de morte celular 
programada (HUNG et al., 1998a; IRYO et al., 2000; IRVING et a i, 2000). Os aumentos de 
fosforilação de pSS”^ ^ ^  observados nos experimentos in vitro e in vivo, mesmo com baixas 
doses de metal poderia sugerir a possibilidade de ocorrência de morte celular, entretanto isto 
não é respaldado pelos resultados de estudo de viabilidade. Desta forma uma possibilidade 
que também deve ser considerada é de que as respostas de ativação de p38^^^*^ possam estar 
correlacionadas com mecanismos neuroprotetores, envolvendo, por exemplo, a fosforilação 
de Hsp27 (LEAL et al., 2002).
Neste trabalho nós não caracterizamos o mecanismo pelo qual o chumbo e o cádmio 
causam modulação de ERKl/2 e de p38^“^ ^ .  Entretanto, alguns mecanismos podem ser 
aventados.
Vários trabalhos demonstram que metais pesados produzem estresse oxidativo 
(nOUEIREDO-PEREIRA et a i, 1998; ALMAZAN et al., 2000; OLIVIERI et a i, 2000; 
JOSEPH et al., 2001; STOHS et al., 2001; VALVERDE et al., 2001), e que esse processo 
poderia ser o mecanismo intermediário para a ativação de MAPKs (AIKAWA et al., 1997; 
CLERK et al., 1998; LEE & CORRY, 1998; BHAT & ZHANG, 1999). O tecido neural, 
especialmente na região hipocampal, é altamente sensível ao estresse oxidativo 
(GREENAMYRE, 1986; RÕNNBACK & HANSSON, 1992). O hipocampo é uma área 
importante do SNC, responsável por muitos processos cognitivos. O estresse oxidativo nessa 
região pode resultar em distúrbios de aprendizado, de memória e de comportamento 
observados em crianças após exposição crônica e em baixos níveis ao chumbo (BRESSLER 
& GOLDSTEIN, 1991). Entretanto, o mecanismo de ativação de MAPKs por espécies
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reativas de oxigênio (ROS) permanece obscuro. Um possível mecanismo sugerido é a 
inativação de proteínas tirosina fosfatases por ROS (DENU & TANNER, 1998), levando à 
fosforilação aumentada de resíduos de tirosina nas moléculas de sinalização, que ativam as 
cascatas das MAPKs (SUNDARESAN et a l, 1995; HUANG et a i, 1996; RAO, 1996). No 
caso da ERK, esse mecanismo pode envolver a fosforilação de receptores fatores de 
crescimento, ou moléculas que estão “abaixo” dele, como as moléculas Src, Ras, Raf-1.
Outra possibilidade de ativação de ERK por metais poderia envolver PKC, sendo que 
o mecanismo pelo qual essa enzima pode ativar a ERK é via fosforilação direta em Raf-1 
(KOLCH et al., 1993). Adicionalmente, é bem documentada a ativação de PKC por chumbo 
(MARKOVAC & GOLDSTEIN, 1988; RAJANNA et al., 1995; SUN et al., 1999) e por 
cádmio (TANG & ENGER, 1993; BEYERSMANN et al., 1994). Esses dados, juntamente 
com os resultados obtidos nesse trabalho, sugerem também um possível mecanismo de 
ativação das ERKs no SNC, através da fosforilação de Raf-1 pela PKC ativada por metais.
Outro possível mecanismo de ativação de MAPKs no SNC, se refere à inibição direta 
da atividade de proteínas tirosinas fosfatases por metais. Foi demonstrado que metais como o 
vanádio e o zinco podem inibir tirosina fosfatases, através de interação com resíduos de 
cisteína no sítio catalítico dessas enzimas (MORINVILLE et al., 1998). Uma conseqüência 
dessa ação poderia ser um aumento da atividade de proteínas quinases que dependem da 
fosforilação sobre resíduos de tirosina (SAMET et al., 1998; SAMET et al., 1999). 
Adicionalmente, foi descrita uma proteína fosfatase denominada MKP-7, sendo caracterizada 
em possuir especificidade para p38'^^‘’^  e JNK. Essa enzima também possui resíduo de 
cisteína no sítio ativo (TANOUE et al., 2001), fator que pode determinar potencial alvo para 
metais pesados.
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Nos animais tratados in vivo com chumbo, não foram observadas modificações no 
imunoconteúdo das subunidades catalíticas de PPl e de PP2A. Entretanto, apesar da falta de 
alteração de conteúdo de PPl e PP2A, chumbo ou cádmio ainda poderiam modificar a 
atividade ou localização subcelular destas enzimas, contribuindo para um desequilíbrio 
fosforilação/defosforilação. Estudos da ação de metais sobre estas fosfatases não são 
observados na literatura.
Os metais pesados também podem causar prejuízos no metabolismo energético da 
célula. Foi demonstrado que o chumbo e o cádmio podem prejudicar a atividade mitocondrial 
em preparações neurais, provocando redução na produção de ATP, diminuição na atividade 
da Na'*'-K'^-ATPase e diminuição da viabilidade celular (GMEREK et a i, 1981; WALTON, 
1982; DUMAS et al„ 1985; STRUZYNSKA et al„ 1997; AL-NASSER, 2000). Nossos 
resultados demonstram que o chumbo não foi capaz de modificar a viabilidade celular em 
fatias hipocampais de ratos jovens in vitro (Fig. 7). Entretanto, em preparações de frações 
subcelulares, como os sinaptossomas, o metal causou diminuição significativa de viabilidade 
nos períodos de 20 a 60 minutos (Fig. 20). A resistência das fatias de hipocampo ao chumbo 
sugere algum efeito protetor, provavelmente realizado por astrócitos, uma vez que 
representam o modelo que mais se aproxima do tecido íntegro por manter as interações 
neurônio-glia (GONG et al., 2001). O cádmio nas concentrações de 100 e 200)J,M provocou 
uma diminuição na viabilidade celular das fatias em tomo de 50% (Fig. 7), sugerindo que este 
metal, diferente do chumbo, pode desencadear mecanismos intracelulares que levam à morte 
celular nas fatias. YOSHIDA (2001) demonstrou que o cádmio pode afetar diretamente as 
células nervosas, através de aumentos na concentração de cálcio intracelular e produção de 
necrose.
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O efeito prejudicial do cádmio sobre a viabilidade das células, não foi atenuado 
submetendo as fatias a um período de recuperação de 2 horas após a exposição ao metal. 
Adicionalmente, o uso do inibidor de SB203580, também não modificou a
diminuição da viabilidade causada pela exposição de 1 hora ao cádmio (Fig. 8). Estes 
resultados sugerem a acumulação do metal no interior da célula após 1 hora de incubação, 
produzindo assim efeito prolongado. Adicionalmente, sugere mecanismos independentes de 
p 2 gMAPK processo de morte celular.
O cádmio também produziu diminuição da viabilidade celular nas fatias provenientes 
de ratos adultos (Fig. 19), mas este efeito é significativamente menor do que o observado 
sobre a viabilidade celular nos animais jovens (p<0,05) (Figura 7). Estas observações 
colaboram com a hipótese de que a glia matura pode acumular metal em forma não tóxica em 
sítios celulares específicos (TIFFANY-CASTIGLIONl & QIAN, 2001).
Nos hipocampos de ratos jovens expostos in vivo ao chumbo e cádmio, não houve 
alteração da viabilidade celular (Fig. 22) nem alterações no crescimento dos animais durante 
os tratamentos (Fig. 21). A ativação (fosforilação) da p38'^^*’^  e da ERK nos tratamentos in 
vivo com os metais sem alteração dos parâmetros de viabilidade celular avaliados pela 
redução do MTT, não descarta a ocorrência de morte celular no modelo. É necessária uma 
avaliação mais específica e sensível em relação à ocorrência desse evento.
Os efeitos prejudiciais do chumbo e do cádmio sobre as mitocôndrias, resultando em 
diminuição da viabilidade celular, pode resultar em morte através da ativação das cascatas das 
vias de sinalização celular envolvidas em apoptose, como as MAPKs. Mitocôndrias são os 
sítios de produção de ATP e também possuem o papel de homeostase do cálcio intracelular. O 
efetivo tamponamento do cálcio citosólico é crítico para a sobrevivência neuronal, pois 
elevados níveis de cálcio podem levar à liberação de glutamato resultando em
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excitotoxicidade. Adicionalmente, elevados níveis de cálcio intracelular podem também ativar 
MAPKs (FARNSWORTH et a i, 1995; LUO et al., 1997; WANG et al., 1997). 
Adicionalmente, estudos demonstraram que a CaMK pode representar um alvo potencial para 
a ação do chumbo via calmodulina (KERN & AUDESIRK, 1995; KERN et al., 2000). Nesse 
sentido, possíveis aumentos dos níveis de cálcio intracelular provocados por danos 
mitocondriais ou a interação direta dos metais com a calmodulina pode representar um 
importante mecanismo de modulação de MAPKs no SNC.
O chumbo pode estimular a expressão de proteínas em culturas de astrócitos 
(OPANASHUK & FINKELSTEIN, 1995a), entre estas alguns subtipos de HSP, como a HO-
1 (OPANASHUK & FINKELSTEIN, 1995b). Adicionalmente, o cádmio pode estimular a 
expressão de Hsp70 em culturas de neuroblastoma (HUNG et al., 1998b). Em nosso modelo 
de exposição in vitro de fatias hipocampais aos metais pesados, não obtivemos alteração do 
conteúdo de Hsp27 e Hsp70. De forma similar, não houve alterações nos imunoconteúdos das 
HSPs no modelo in vivo (Fig. 27 e 28). Estes resultados podem significar que as proteínas não 
são alteradas no hipocampo pelos metais. Por outro lado, não pode ser descartado que nos 
tratamentos in vitro, pode ter sido utilizado um tempo de incubação relativamente curto para a 
detecção de aumento da síntese de proteínas. No caso do modelo de exposição in vivo, as 
alterações no conteúdo dessas HSPs poderiam ocorrer em outros tempos de exposição que não 
foram analisados em nosso protocolo. Entretanto, OPANASHUK et al (1995b) não 
observaram modificações no imunoconteúdo de Hsp27 e Hsp70 em astrócitos em cultura 
expostos ao chumbo, sendo aumentado apenas o conteúdo de HO-1.
Embora os efeitos tóxicos dos metais pesados sejam bem reconhecidos, os 
mecanismos moleculares responsáveis ainda permanecem obscuros. Os resultados obtidos 
aqui mostram de forma inédita a ação do chumbo na modulação de algumas MAPKs no
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hipocampo, como as ERKl/2 e Além disso, sugere um papel neurotóxico para o
cádmio.
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CONCLUSÕES
Os resultados mostraram que o chumbo, nos experimentos in vitro, aumentou a 
fosforilação de ERKl a partir de 10|lM e aumentou a fosforilação de pSS”^ ^ ^  a partir de 
5|0,M, no período de 3 horas de incubação. Nas mesmas condições, todas as concentrações de 
cádmio aumentaram a fosforilação de Entretanto, somente as maiores concentrações
do metal (100-200|iM) causaram aumento significante na fosforilação de ERKl/2.
Nas avaliações de viabilidade celular, não foram observados efeitos dos tratamentos 
com o chumbo em fatias de hipocampo. Entretanto, em frações sinaptossomais o metal 
produziu diminuição significativa da viabilidade nas concentrações mais altas (50-100|J,M). O 
cádmio nas concentrações mais elevadas (100-200|J,M), diminuiu significantemente a 
viabilidade celular em fatias expostas in vitro ao metal.
Em fatias de hipocampo de ratos tratados in vivo, o chumbo causou um aumento de 
fosforilação de ERKl/2 e p38^^*^ em todas as doses testadas. O cádmio também aumentou a 
fosforilação de em todas as doses, mas aumentou a fosforilação de ERKl/2 somente
na dose mais alta, de 3mg/kg. A viabilidade celular analisada após a exposição ao chumbo e 
ao cádmio, in vivo, não foi modificada.
O conteúdo de Hsp27 e HspVO não foi modificado, tanto nos tratamentos in vitro, 
quanto nos tratamentos in vivo com os metais.
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Em conclusão, os resultados obtidos mostram de forma inédita no hipocampo a 
modulação de ERK e de p38*^^ pelo chumbo e pelo cádmio em tratamentos in vitro e in 
vivo.
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PERSPECTIVAS
O presente trabalho abriu portas para novas pesquisas e levantou algumas perguntas, 
que são apresentadas como perspectivas futuras:
-  Avaliação do tipo de morte celular ocorrida nas fatias hipocampais;
-  Determinar possíveis alterações na fosforilação de Hsp27 no hipocampo em 
resposta ao chumbo e cádmio, conforme já observado previamente em células 
cromafins bovinas (LEAL et al., 2002);
-  Avaliar a capacidade dos metais em produzir estresse oxidativo no modelo de 
fatias, e se este processo está envolvido como um elemento intermediário na ativação 
de proteínas de estresse (MAPK);
-  Avaliação do envolvimento de outras cascatas de sinalização envolvidas nas 
respostas de estresse, como a via da proteína quinase B (PKB/Akt), no modelo de 
fatias de hipocampo devido à demonstrações da modulação dessa quinase pelo cádmio 
em culturas celulares (KONISHI et a i, 1997);
-  Determinar o efeito dos metais pesados sobre a atividade de proteínas fosfatases;
-  Determinar o acúmulo de chumbo e cádmio no hipocampo após administração 
intra-peritoneal;
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-  Avaliação dos efeitos da inibição de MEK pelo PD98059 sobre a viabilidade 
celular
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ANEXOS
Anexo 1 - Resumo dos dados obtidos nos experimentos para avaliação da viabilidade
Tratamentos Viabilidade Celular (%)
1 hora 3 horas
Chumbo
lUM 97±  13 82 ± 2 0
5nM 97±  10 8 4 ±  17
lOnM 92±  11 7 6 ±  12
50nM 98±  14 80 ± 2 7
lOO^M 90±  12 7 6 ±  17
Cádmio
5nM 98 ± 5 85 ± 8
lO i^M 86 ± 7 81 ± 12
SOfiM 79 ± 7 7 4 ±  13
lOOnM 74 ± 7* 51 ± 9 *
200nM 65 ±8* 41 ± 9 *
Resultados representam média em percentagem ± erro padrão e são expressos como 
percentual do controle (considerado 100%). Chumbo, n = 8; cádmio, n = 4; * p < 0,05 em 
relação ao controle.
93
Anexo 2 - Resumo dos dados obtidos nos experimentos para avaliação da viabilidade
. . ___________ ____________ _ , o M A P K  ___ i . í _  ' __________________ í .  j _____j -
Tratamentos Viabilidade Celular (%)
1 hora 1 + 2 horas
SB 5^M 95 ± 9 100 ± 7
SB lO^M 91 ± 9 100 ± 6
Cd 200mM 15 ±2* 79 + 5*
Cd + SB 5nM 77 ± 12* 82 ± 10*
Cd+SB lOnM 79 ± 12* 83 ±6*
Resultados representam média em percentagem ± erro padrão e são expressos como 
percentual do controle (considerado 100%). n = 4; * p < 0,05 em relação ao controle.
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Anexo 3 - Resumo dos resultados obtidos nos experimentos in vitro para avaliação da
Tratamentos P-ERKl/2 (%)
1 hora 
P-ERKl P-ERK2
3 horas 
P-ERKl P-ERK2
Chumbo
l^M 124 ± 35 113 ±37 125 ± 9 156 ± 25
5nM 150 ± 27 161 ±26 134 ± 10 180 ±33
lOnM 149 ± 29 172 ± 37 149 ±21* 203 ± 45
SO^ iM 161 ±50 128 ± 14 147 ± 12* 192 ± 33
IOOmM 178 ±37 159 ± 30 157± 14* 201 ± 40
Cádmio
SpM 89 ±25 100 ± 26 92 ± 7 97 ±13
lOpM 123 ± 38 144 ±47 94 ± 6 101 ± 13
50nM 150 ±40 153 ± 26 124 ± 16 135 ± 24
IOOmM 200 ± 49 227 ± 50* 183 ± 34* 205 ±35*
200pM 405 ±91* 366 ± 72* 288 ±43* 293 ±43*
Resultados representam média em percentagem ± erro padrão e são expressos como
percentual do controle (considerado 100%). n = 6; * p < 0,05 em relação ao controle.
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Anexo 4 • Resumo dos resultados obtidos nos experimentos in vitro para avaliação da
J -  _ ,o M A P K ___ .  . _____________ ______ . j _____________ ____
Tratamentos P-p38’^ *’'^ (%)
1 hora 3 horas
Chumbo
l|xM 174 ± 33 148 ± 13
5^M 178 ± 37 167 ± 25*
lOfiM 177 ±35 185 ±25*
50mM 158 ± 13 183± 19*
lOOpM 133 ±17 167 ± 24*
Cádmio
5^M 126 ± 22 150 ±7*
lO^M 128 ±27 150± 12*
50mM 146 ± 16 170± 13*
IOOmM 203 ± 40* 196 ±21*
200nM 191 ±33* 190 ±7*
Resultados representam média em percentagem ± erro padrão e são expressos como
percentual do controle (considerado 100%). n = 6; * p < 0,05 em relação ao controle.
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Anexo 5 - Resumo dos dados obtidos nos experimentos para avaliação da viabilidade
Tratamentos Viabilidade Celular (%)
1 hora 3 horas
Chumbo
IpM 92 ± 6 92 ± 4
5mM 89 ± 7 95 ± 5
lOnM 91 ± 6 9 7 ±  11
50nM 88 ± 5 90 ± 6
100|oM 85 ± 8 90 ± 6
Cádmio
SpM 99 ± 6 102 ± 8
lOpM 99 ± 6 93 ± 2
50nM 89 ± 8 84 ±7*
lOOnM 82 ± 7 75 ±4*
200nM 72 + 4* 55 ±4*
Resultados representam média em percentagem ± erro padrão e são expressos como
percentual do controle (considerado 100%). n = 6; * p < 0,05 em relação ao controle.
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Anexo 6 - Resumo dos dados obtidos nos experimentos para avaliação da viabilidade
Tratamentos Viabilidade Sinaptossomal (%)
20 min.
Córtex 
40 min. 60 min. 20 min.
Hipocampo 
40 min. 60 min.
Chumbo
l\iM 102 ± 4 108 ± 6 103 ± 4 106 ±3 102 ±5 110±7
5\iM 104 ± 4 105 ± 6 102 ± 2 97 ± 7 91 ± 6 93 ±3
IOmM 103 ± 5 102 ± 7 100 ±5 96 ± 3 90 ± 7 96 ±3
50pM 87 ±4* 82 ±7* 75 ±4* 59 ±8* 62 ±6* 52 ±5*
lOO^M 82 ±5* 64 ± 6* 55 ±3* 54 ±4* 50 ±5* 46 ± 10*
Resultados representam média em percentagem ± erro padrão e são expressos como 
percentual do controle (considerado 100%). Córtex, n = 8; hipocampo, n = 3; * p < 0,05 em 
relação ao controle.
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Anexo 7 - Resumo dos resultados obtídos nos experimentos in vivo para avaliação da
Tratamentos P-ERKl/2 (%)
P-ERKl P-ERK2
Chumbo
2mg/Kg 149 ± 12* 133 ±8*
8 mg/Kg 179 ± 20* 153 ±13*
12 mg/Kg 156 ±21* 133 ± 10*
Cádmio
0,5 mg/Kg 110±8 113±2
1 mg/Kg 127 ± 19 123 ±6*
3 mg/Kg 151 ±23* 132 ±8*
Resultados representam media em percentagem ± erro padrao e são expresso 
percentual do controle (considerado 100%). n = 8; * p < 0,05 em relação ao controle.
como
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Anexo 8 - Resumo dos resultados obtidos nos experimentos in vivo para avaliação da
__ _ i o M A P K ____________u í ________________ J _______ J ________________
Tratamentos P-p38^'^(% )
Chumbo
2 mg/Kg 176 ± 20*
8 mg/Kg 182 ±19*
12 mg/Kg 184 ±35*
Cádmio
0^ mg/Kg 161± 18*
1 mg/Kg 193 ±28*
3 mg/Kg 162 ±18*
Resultados representam média em percentagem ± erro padrão e são expressos como 
percentual do controle (considerado 100%). n = 8; * p < 0,05 em relação ao controle.
